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Généralités sur le métabolisme 


I. LE MÉTABOLISME : ANABOLISME ET CATABOLISME 


La biochimie dynamique a pour but d'étudier, à Pèche lie moléculaire, 
l’ensemble des transformât ions se déroulant au sein de la matière vivante. Chaque 
être vivant, quel que soit son niveau d'organisation, est en effet le siège d’une activité 
continuelle qui se traduit par des échanges permanents de matière et d’énergie avec 
le milieu dans lequel il vit. Ainsi tout organisme puise dans son milieu environnant les 
matériaux qui lui sont nécessaires : eau, sels minéraux, éventuellement substances 
organiques, oxygène, dioxyde de carbone, etc. Ce sont ses * aliments » qu’il 
transforme : 

— d’une part pour élaborer de la matière vivante (cytoplasme et inclusions) et 
de la matière inerte (réserve et déchets). 

— d'autre part pour produire certaines formes d'énergie (énergie calorifique, 
énergie mécanique, énergie électrique, etc.). 

Par définition k métabolisme est V ensemble des transformations de madère et des 
échanges d'énergie dont l'être vivant est k siège. Il comporte deux phases concomitran- 
tes et inverses : l'anabolisme et k catabolisme, 

À* L’anabolisme ou assimilation 

Il correspond à la synthèse de matière vivante et de substances de réserve, c’est- 
à-dire à L’élaboration de molécules complexes à partir d’éléments ou de molécules 
simples. Cette phase nécessite un apport énergétique suffisant. 


B* Le catabolisme ou dégradation 

C'est une destruction dé molécules complexes dont il résulte la formation de 
déchets et une production plus ou moins importante d’énergie. 

Ex. : La dégradation du glycogène musculaire en acide lactique 

CHOH=COOH et son oxydation en dioxyde de carbone et eau, lors d'une 
contraction, s’accompagnent d'une libération d'énergie calorifique et parfois d’un 
travail ; c'est du catabolisme, La resynthèse hépatique de glycogène à partir de 
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2 BIOCHIMIE MÉTABOLIQUE 


l’acide lactique musculaire transporté par le sang représente de l'anabolisme. Ces 
deux phénomènes constituent une partie du métabolisme glucidique de l'organisme 
1 , 1 ). 

Dans œt exemple les deux phases ont lieu dans des organes différents mais elles 
peuvent évoluer également au sein de la même cellule. 



U- L’ÀUTOTROPHIE ET L’HÉTÉROTROPHIE 


Si les processus du catabolisme sont sensible ment analogues chez tous les êtres 
vivants, il n'en est pas de même pour l’anabolisme. 

Certains organismes peuvent réaliser la synthèse de tous leurs constituants 
uniquement à partir de composés minéraux, mais une source d’énergie leur est 
absolument indispensable. Ces organismes dite autofruphes sont capables, par la mise 
en jeu de mécanismes chimiques qui Leur sont propres, d’introduire à certains stades 
de leur métabolisme un apport d’énergie extérieure, énergie chimique ou énergie 
himinetise, Cest par r intermédiaire de ces organismes autotrophes que l’énergie et le 
carbone pénétrent dans la biosphère. 

Selon la forme de l’énergie mise en jeu on distingue ; 

* Les autotrophes par photosynthèse (encore appelés photoirophes) qui utilisent 
l'énergie de certaines radiations lumineuses par l’intermédiaire de leurs pigments 
chlorophylliens ; 

• Les autotrophes par chlmiosynthëse (encore appelés chimiolitkotrophcs) chez 
lesquels Pénergïe provient de réactions d’oxydation portant sur des composés 
minéraux, dérivés de l'azote et du soufre en particulier (NQj , NH 3 , HS”, 
S?Ql~ > etc.). 

L’énergie extérieure ainsi capturée par les autotrophes est emmagasinée au 
cours de l'anabolisme sous forme d’énergie chimique dans les glucides en particulier. 
Elle sera libérée et éventuellement utilisée au cours des réactions du catabolisme 
réalisées par tous les organismes vivants. 
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GÉNÉRALITÉS SUR LE MÉTABOLISME 3 


— Les autres organismes ont un besoin absolu de substances organiques 
diverses fournissant à la fois la matière et l’énergie ; ce sont des hétérotrophes (ou 
chimio-organotrophes), Ces derniers sont en effet incapables de capturer et d’utiliser 
l'énergie lumineuse ou l’énergie des molécules inorganiques simples. Ils sont donc 
tributaires de la fourniture en glucides synthétisés par les autmrophes. Chez les 
hétérotrophes l'énergie nécessaire aux synthèses provient uniquement de l’oxydation 
des substances organiques au cours des phénomènes de la respiration et des 
fermentations. Selon les cas. les réactions d’oxydoréduction exigent la présence 
d’oxygène (aérobies stricts) ou au contraire son absence (anaérobies stricts). Dans de 
nombreux cas les deux possibilités peuvent être utilisées (aérobies facultatifs ou aéro- 
anaérobies). 

En fait cette répartition est schématique car il existe des degrés aussi bien dans 
l’autotrophie que dans Fhétérotrophie et les formes d’énergie utilisées ne sont pas 
toujours aussi nettement tranchées. 

— L'une des conséquences de cette répartition des organismes est l’existence 
d’une circulation continue de matière et d'énergie dans le monde biologique. 

La circulation de matière s effectue sous forme d’un cycle entre les autotrophes 
(végétaux chlorophylliens, certaines bactéries) et les hétérotrophes (animaux, 
bactéries, etc.). 

La circulation d’énergie ^effectue au contraire sous forme d’un courant 
irréversible lié en quelque sorte à une dégradation de l’énergie : énergie solaire 
nucléaire, énergie rayonnante, énergie chimique des autotrophes, autres formes 
d’énergie et finalement chaleur. 

— Chez les Hétérotrophes, les substances organiques nécessaires ne sont 
généralement pas présentes dans le milieu sous une forme directement utilisable par 
les cellules. Le premier temps du métabolisme consiste alors en une série de 
transformations, essentiellement chimiques, qui ont pour résultat d’amener ces 
substances à l’état de molécules relativement petites* solubles, diffusibles et ayant 
perdu tout caractère spécifique en rapport avec leur origine. Cette transformation 
des aliments en nutriments est typiquement extracellulaire. Elle se produit soit à 
l’extérieur des cellules (milieu extérieur ou tube digestif) soit à l'intérieur de * petits 
sacs imperméables » inclus dans le cytoplasme, les vacuoles digestives. Dans tous les 
cas cette phase de digestion consiste en une série d'hydrolyses catalysées enzymatL 
quemenl. Apres absorption, les nutriments ainsi formés subissent alors une série 
de transformations chimiques intracellulaires que l’on englobe sous le terme de 
métabolisme intermédiaire (fig. 1.2). 

Le métabolisme intermédiaire représente donc un ensemble complexe de réactions 
chimiques réalisées sous la dépendance de catalyseurs : les enzymes et qui portent 
sur d’autres molécules ; les substrats. 
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III. L’ÉQUILIBRE DYNAMIQUE 

Pour une cellule —et pour un orpnisme pluricellulaire — , anabolisme et 
catabolisme sont Équivalents à deux flux matériels et énergétiques opposés,. 



Figuré 1.2 Sdhéciiâ des ëcbâiïgès 
de l'organisme humain. 


Leur somme algébrique» qui n’est autre qu'un bilan» peut être positive» 
négative ou nulle, l'anabolisme étant dans ce calcul affecté du signe +,. A chacune des 
valeurs de ce bilan sont liés des états physiologiques différents.. 

Un bilan positif correspond soit à une croissance véritable (accroissement du 
matériel cellulaire et différenciation), soit à une surcharge en substances de réserves» 
Il peut conduire dans certains cas à une croissance en nombre ou multiplication. 

Un bilan négatif représente une dénutrition plus ou moins grave et généralisée. 

Un bilan nul, qui est un état physiologique normal pour un organisme adulte, 
ne signifie pas l’arrêt des transformations. En effet, chaque cellule est un système 
ouvert, c’est-à-dire échangeant à la fois matière et énergie» qui peut atteindre un état 
stable dont les caractéristiques restent constantes, indépendamment du temps. Il en 
résulte que cet état stationnaire» hautement ordonné, qui est improbable au point de 
vue thermodynamique, ne peut se maintenir qu’en assurant en permanence le 
maintien de cet ordre ; ce qui nécessite des transformations continuelles. L’état 
d'équilibre n’est qu’apparent, H est la conséquence d’un renouvellement permanent 
ou * Turnover » et Fon parle pour cette raison d’équilibre dynamique. 

Le renouvellement permanent, mis en évidence et étudié grâce à l’emploi des 
isotopes radio- actifs, est général (fig. 1.3). Il concerne les différents groupes de 
constituants cellulaires (substances minérales, lipides, glucides, protides, etc.) et les 
différentes structures (tissus, protéines cellulaires et circulantes, réserves, enzymes, 
etc,). Son importance est variable et pour le caractériser on a défini une vitesse de 
renouvellement et un temps de de mi- vie biologique en état stationnaire. 

La vitesse de renouvellement ou « Turnover rare» est le pourcentage de 
substance renouvelée par unité de temps et le temps de demi-vie biologique ou demi- 
durée de vie biologique est le temps nécessaire pour le renouvellement de la moitié de 
la substance présente. 
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figure U Evolution, de la udio*aetivilÉ protéique après administration d'une dose unique d'amino- 
acide marqué. I. ^ Tum-ovcr rapide (foie, rein) ; 11 . : Tiim-over lent (muscle, peau) ; IU : durée de vie 
protéique limitée à celle de la cellule (leucocyte). 


Les résultats sont très variables* en rapport avec T activité du métabolisme en 
équilibre dynamique j de plus, les mesures sont entachées {fuite incertitude 
importante due I la technique et aux nombreux paramètres influençant le résultat. 

Ex. : En nous limitant aux protéines humaines, les résultats du tableau 1.] ci- 
dessous correspondent à des courbes analogues à celles de la figure 1.3. 

îkbhau 1.1 Renouvellement des protéines humaines (valeurs arrondies). 



Vitesse de 
renouvellement 
(% par 24 h) 

Demi-durée de vie 
(en jours) 

Protéines totales 

Protéines: 

CW 

m 

hépatiques et sériques . 

0,07 

10 

sérum-albumine 

p.vizar 

J 5 (7 à 28) 

y-globulines 

fev*Œ-:>v#:ÿv 

13 (4 à 21) 

Protéines musculaires 

0,0045 

160 


Le renouvellement cellulaire permanent n h esi autre que la résultante des processus 
simultanés de synthèse et de dégradation (flèches 1 et 2 de la fig. 1.4) dont les 
variations des uns par rapport aux autres ont pour conséquence la croissance ou 
la dénutrition. U détermine T importance des échanges cellulaires (absorption, excrétion) 
en admettant que te milieu extérieur n'est pas le facteur limitant. 


IV. LE MILIEU RÉACTIONNEL 

Le milieu dans lequel s'effectuent les réactions chimiques du métabolisme 
rriest autre que le milieu cellulaire, le cytoplasme et ses inclusions* le noyau. Un 
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Milieu 

extérieur 


Alimenl 


Milieu cellulaire 


Aliment 

t 

Déchus 


' ■» CuTî5,niuari 

41 eeEfuLairc 

2 


t 


T igure 1.4 Schéma des transformations matérielles du métabolisme (d'après Trémolières). 


examen superficiel pourrait faire penser que la matière vivante, par ses propriétés 
particulières, a des possibilités réactionnelles très limitées. En fait il ifen est rien et il 
est remarquable qu'aucune» ou presque, des innombrables réactions biochimiques ne 
puisse se produire spontanément en dehors de la cellule dans les conditions de 
température, de pH et de pression du milieu vivant. Cette particularité est 
indispensable au maintien de la vie cellulaire, elle lui permet d'échapper aux 
fluctuations du milieu extérieur et de conserver sa structure et son fonctionnement 
grâce à un ensemble de régulations. 

Examinons de plus prés quelques-unes de ces propriétés particulières à la 
matière vivante, 

— Les réactions biochimiques se déroulent essentiellement en milieu aqueux. 
Par suite de sa teneur élevée en eau, la matière vivante parait très défavorisée pour 
accomplir ses réactions de biosynthèse qui correspondent le plus souvent à une 
condensation avec élimination d'eau : formation des liaisons oddiqties, peptidiques, 
esters par exemple. En fait, ces réactions sont catalysées par des enzymes protéiques 
et la connaissance de la structure spatiale des protéines a mis en évidence à l'intérieur 
de ces molécules des zones non polaires et non aqueuses oh peuvent avoir lieu des 
réactions dans des conditions particulières de milieu. Ces zones interviendraient un 
peu comme les solvants organiques des chimistes, en modifiant les propriétés de 
l'environnement ; abaissement de la constante diélectrique ayant une influence sur la 
dissociation et sur la réactivité des liaisons. 

— La température et ta pression sont sensiblement constantes» les réactions 
biochimiques sont avant tout des réactions isothermes I pression constante. Si pour 
les réactions en solution, la pression est peu importante* la chaleur au contraire est 
une forme d'énergie fondamentale en chimie. Nous versons, que dans le monde 
vivant, c'est une autre forme d’énergie qui intervient. 

— La concentration de la plupart des * réactifs » ne varie que dans de très 
faibles proportions. Ainsi, le pH, la pression partielle en oxygène, les concentrations 
des substrats sont sensiblement constants. Il ne s'agit là encore que d’un équilibre 
dynamique masquant des transformations continuelles et une réaction chimique 
équilibrée peut évoluer de façon permanente par suite de la disparition de l'un des 
composés ou de la formation de l’autre. 
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Ex- : L'équilibre chimique : 

dihydroxy acétone phosphate glycéraldéhyde-3- phosphate 

correspond à % % du premier pour 4 % du second. Dans l'organisme il est déplacé 
en permanence car seul Je glycéraldéhyde-3-phosphate subit la suite du catabolisme, 
La réaction équilibrée tend à devenir totale, l'équilibre au sens chimique ne peut se 

réaliser* 

— V agitation et les catalyseurs chimiques font défaut dans la matière vivante* 
En premier lieu, les catalyseurs, sont remplacés dans la cellule par des substances 
protéiques beaucoup plus actives, les enzymes. En second lieu l’agitation qui favorise 
le hasard des rencontres entre les molécules réagissantes n h est pas nécessaire* Par sa 
structure, la cellule réduit les effets du hasard : les nombreuses formations membra- 
naires offrent des surfaces de contact et des interfaces considérables! l’équilibre 
dynamique assure un renouvellement constant, les molécule s actives sont localisées 
et orientées de façon précise. En un mot le milieu cellulaire n h est pas homogène mais 
architecturé (fig* L5)* 


m? mhranc ni^Ldiijç 
FiuCl&Opl&fcftie 

nucléole 
port nutkiiift 

lvIli*.l|ulJüI[l 

cjioplnantc 


lysosome 

itlrtulum endüpla&miilAC 


Hfture LS StmcEüfe schâimalique d'une cellule Animale. 


— Enfin les espèces moléculaires présentes sont nombreuses et variées, 
beaucoup d entre elles possédant une structure électronique particulière qui leur 
confère une stabilité et une réactivité remarquables : ce sont des molécules fortement 
conjuguées 

L'ensemble de ces facteurs permet l’accomplissement d’une multitude de 
réactions métaboliques à F intérieur d’une même cellule tout en conservant des 
possibilités de contrôle et d’intégration par de multiples régulations. L’importance de 
ces phénomènes est considérable, en particulier dans les cellules à croissance rapide. 
Ainsi une cellule bactérienne comme E. coli placée dans des conditions favorables 
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synthétise environ 12.500 molécules de lipides par seconde ; plus de LOGO molécules 
de protéines cellulaires par seconde à partir des acides aminés constitutifs. Chaque 
molécule protéique nécessitant la formation de plusieurs centaines de liaisons 
peptidiques. 

Même en état d'équilibre dynamique la cellule conserve un métabolisme 
intermédiaire très actif. La cellule hépatique du rat par exemple dont la durée de vie 
est de deux à trois mois, renouvelle la moitié de son glycogène en moins de six 
heures, la moitié de ses protéines en dix jours et la moitié de PADN du noyau en 
deux mois environ. Les organites eux-mêmes ont une demi-durée de vie ou période, 
relativement brève, dix jours pour les mitochondries dans cet exemple. 


V. MÉTHODES D’ÉTUDE DU MÉTABOLISME 


Les nombreuses méthodes, de principes très différents, qui ont permis d’établir 
les conceptions actuelles du métabolisme, ont dû surmonter deux grandes difficultés : 
la faible quantité et ia labîlité de la plupart des constituants biochimiques ainsi que 
l'état d'organisation de la cellule et surtout des êtres pluricellulaires. 

La première difficulté a été surmontée par Les progrès des techniques 
analytiques, La seconde par la confrontation des résultats obtenus à partir d’unités 
d’organisations diverses : organismes, organes, tissus, cellules, fractions subcellukii- 
res, enzymes purifiés. L'étude des principales techniques de préparation du matériel 
et de mesure relève de la biochimie analytique. 

L’étude du métabolisme revêt divers aspects : 

— L'établissement de la séquence de la vole métabolique. Une voie métabolique 
est un système constitué de plusieurs réactions enzymatiques enchaînées, le produit 
de l’une étant le substrat de la suivante. Chacune dés réactions est catalysée par une 
enzyme particulière - 

Précurseur -* A -* B - * C -+ D -► E -» F +» Métabolite 

de la chaîne *»^*kJc* £ m £ «- final 

Enzymes 

— La localisation de celte voie dans l'un des compartiments cellulaires : 
cytosol, mitochondrie, réticulum endoplasmique, etc. 

— L’étude des mécanismes de régulation. Le fonctionnement d’une voie 
métabolique est conditionné par les besoins et le mode de vie des cellules, il existe 
des mécanismes de régulation qui modulent son activité de façon harmonieuse et 
économique, 
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L’énergie dans les réactions biochimiques 


Les manifestation* Énergétiques de la physiologie cellulaire sont variées, 
production de chaleur* synthèse de composés chimiques* mouvements, phénomènes 
osmotiques, électriques, etc. Certaines sont générales comme la synthèse chimique et 
La production calorifique, d'autres sont particulières a quelques types cellulaires 
comme le mouvement ou l'utilisation de l'énergie lumineuse. 

En ce qui concerne les réactions chimiques du métabolisme* deux formes 
d'énergie sont quantitativement importantes* ce sont : 

— l'énergie chimique, utilisée par tous les organismes vivants et dont la 
conversion s’accompagne toujours d’une production d "énergie calorifique plus ou 
moins importante ; 

— l'énergie de certaines radiations lumineuses, utilisable seulement par les êtres 
vivants autoîrophes pourvus de chlorophylle qui la convertissent en énergie chimique 
(glucides, lipides, protides) à partir de molécules minérales simples (dioxyde de 
carbone* eau* nitrates, etc.). 

Si les diverses formes de L’énergie peuvent se transformer les unes dans les 
autres suivant certaines régies* et si de plus* la disparition d’énergie sous une certaine 
forme entraîne l’apparition d'une quantité équivalente sous d’autres formes (principe 
de l’équivalence des différentes formes de L’énergie), U n'en demeure pas moins que 
ces différentes formes ne sont pas équivalentes en tout point pour un organisme. 
Ainsi l’énergie chimique est toujours convertible en énergie thermique* et la 
conversion peut être totale, alors que la réciproque n’est pas possible. 

Les organismes sont incapables de réaliser la transformation de l'énergie 
thermique en énergie chimique, ils n’utilisent pas la chaleur ; l’énergie chimique 
représente pour la matière vivante le pivot des transformations énergétiques. 

L’étude des lois d'échanges et de transformations de l’énergie dans L'organisme 
vivant constitue la « bioénergétique », C'est l’application aux réactions biochimiques 
des principes thermodynamiques établis à propos de l’étude des machines thermi- 
ques. 


I. NOTIONS PRÉLIMINAIRES 

Les principes thermodynamiques postulent que chaque événement physique ou 
chimique qui peut affecter un système, c’est-à-dire une partie Finie du monde 
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maté rie U est réglé par te contenu d'énergie de ce système et par Féchange d'énergie 
entre ce système et le reste de L'univers ou extérieur. 

D'après k premier principe, le contenu d'énergie totale de F univers reste 
constant, 19 énonce l'équivalence ou k conservation de l'énergie. Si un système subit 
des transformations le ramenant à son état initial (on dit qu’il décrit un cycle) 
l'énergie reçue de l'extérieur est nulle. Si W représente le travail (ou énergie 
mécanique) reçue et Q la chaleur (ou énergie thermique) reçue par le système, la 
somme W + Q est nulle, IV + Q = 0 ou W = - Q ou 1 1V| » |£| - U y a doue 
équivalence entre F énergie mécanique (W) et l'énergie thermique (Q), Ces deux 
grandeurs sont donc exprimées en joules (J), 

Au cours d’une transformation non cyclique, la variation d'énergie interne U 
du système est égale à la somme W + Q 

AU^W+Q 

W ou ^ sont positives si le système reçoit effectivement de Fénergie mécanique ou de 
Fénergie thermique. 

D'après le second principe, l'entropie de l'univers ne peut qu'augmenter. Il 
précise par suite k spontanéité ou la réversibilité d'une transformation puisqu’au 
cours de celle-ci l'entropie de l’univers (système + extérieur) ne peut qu'augmenter. 


A* L’énergie totale <Tun système, ses transformations 

À partir de Féquation de réaction H î(û ) + 1/2 O i[G ^ considérons 

deux états du système hydrogène-oxygène. Un système étant défini comme une partie 
finie du monde matériel, nous pouvons envisager, comme état initial n” IJe mélange 
gazeux constitué par 1 mole d'hydrogène et 0,5 mole d'oxygène, sous lu pression P et 
à la température T K et, comme état final n" 2, 1 mole d'eau dans les mêmes 
conditions de température et de pression, 

l l'énergie interne 

Chaque état est caractérisé par un certain niveau énergétique défini à partir : 

— des conditions physiques, température T et pression P ; 

— de sa composition C qui précise la nature chimique des constituants et les 
quantités respectives. 

Les niveaux énergétiques des états 1 et 2, symbolisés U } et U 2 correspondent à 
des valeurs définies de la fonction d’état (J = f(C, T, P) appelée énergie Interne du 
système. En réalité, les valeurs U x et U 2 ne sont déterminées qu’à une constante 
d’addition prés, elles ne peuvent pas se traduire par des valeurs numériques, par 
contre leur différence AU = U 2 - U } peut être chiffrée. 

Dans chacun des états 1 et 2, Fénergie interne du système est égale à la somme 
des énergies internes et des énergies cinétiques de tontes les molécules qui le 
composent. 
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— L’énergie cinétique de chaque molécule ou énergie de translation dépend de 
la température et est responsable de la pression exercée par la substance sur les 
parois du récipient qui la renferme. L’énergie cinétique moyenne est pour une mole 
de gaz parfait mono- atomique égale à 3/2 RT, R est îa constante des gaz parfaits : soit 
à 25 ’C, 8*314 J. K*' 1 . mol" Cette énergie qui est une conséquence de l'agitation 
moléculaire peut varier de façon continue. 

L’énergie propre de chaque molécule est due : 

— au mouvement des atomes qui la constitue. 

* Energie de rotation E f par rapport au centre de gravité de la molécule T 

• Energie de vibration E. des atomes autour cle leur position d’équilibre qui 
correspond à la * géométrie » de la molécule ; 

— au mouvement des électrons dans le champ de potentiel créé par les noyaux 
des atomes : c’est l’énergie électronique E r Cette énergie dépend du modèle 
moléculaire ; nature des atomes, répartition des électrons sur les orbitales. 

Contrairement à l’énergie cinétique, les différents termes E t% £*, E t de l'énergie 
propre de chaque molécule ne peuvent varier que de façon discontinue entre des 
niveaux énergétiques précis différents les uns des autres de quantités finies d’énergie 
appelées « quanta >* d'énergie. 

Le passage de l’état 1 à Tétai 2 peut se réaliser de différentes manières, mais 
dans tous les cas la variation d’énergie interne AU ne dépend que l'état initial et de 
l’état final [je processus suivi dans la transformation, donc les états intermédiaires, 
n’influencent pas AU qui représente la variation d'énergie totale du système dans la 
transformation 1 -* 2 : 


AU = U 2 - U } . 

Pour notre exemple AU ** — 293 ki/moL Cette variation est négative, car elle 
correspond à de l’énergie perdue par le système et gagnée par le milieu. 

2. L’ENTHALFIE 

Examinons maintenant quelques processus possibles pour là. transformation 

1 -» 2 . 

* La transformation peut être réalisée dans une bombe calorimétrique par 
T intermédiaire d’une étincelle électrique. Dans ce cas, P et T varient mais le volume 
V demeure constant et aucun travail n'est produit. AU est transformé uniquement en 
chaleur, soit 293 kJ/mol environ. 

* La transformation peut être réalisée dans une enceinte sous pression 
constante ; dans ce cas, P est constante mais V et T varient. Il y a production d’un 
travail des forces de pression correspondant à W = - P(V 2 - K,) = - P àV qui 
sera compté négativement puisque fourni au milieu.. Dans cette transformation, on 
aura donc : 


AU = U, - U t ~ Q - P AV ou Q = AU + P AV . 
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Pour le processus à pression constante, Q est noté AH et porte le nom de 
variation d enthalpie, La fonction d’étal enthalpte H = U + PV présente les mêmes 
caractéristiques que la fonction énergie interne, tontes deux expriment le contenu 
énergétique total d’un système, contenu qui se conserve si le système est isolé, 
n'échangeant ni matière, ni énergie. 

Pour une réaction chimique, A H n’est autre que îa chaleur de réaction à 
pression constante, symbolisée Q f par les chimistes. Dans notre exemple 
AH = - 286 kJ/mol 

Si A H => 0, la réaction est endot henni que, de la chaleur est absorbée par le 
système. 

Si AH ^ 0, îa réaction est exothermique. 

La différence AH - AU = 7 kJ/mol correspond au travail des forces de pression 
P AV. 

La variation d enthalpie (donc la chaleur de réaction à pression constante) 
dépend légèrement de la température. Ce phénomène résulte du fait que cette 
variation d’enthalpie, correspondant à la transformation du système à la température 
donnée T, peut provenir d’au moins deux sources distinctes ; thermique et chimique. 

— La composante chimique est la chaleur de réaction que l’on mesurerait si la 
réaction s’effectuait ai zéro absolu. Elle est d’origine électronique et représente 
essentiellement la différence entre les énergies des liaisons dans l'état final et dans 
l’état initial. Soit pour notre exemple : 1 mole de liaison H-H, 0,5 mole de liaison 
O^O se transformant en I mole de liaisoas H-O-ü Elle peut être aisément calculée 
à partir des énergies de liaisons. 

— La composante thermique est liée à l'apparition, lois de la transforma lion, 
de nouvelles molécules possédant des caractéristiques de translation, de vibration ou 
de rotation différentes des molécules initiales. Ces caractéristiques dépendent de la 
température ; l’énergie thermique correspondante augmente quand la température 
s’élève, elle s’annule au zéro absolu du fait de la disparition des mouvements. 


* Le passage de I état 1 à l'état 2 peut également être réalisé, dans une pile , à 
l'aicle d'électrodes spécifique s (électrodes gazeuses). Cette fois la transformation peut 
s’effectuer non seulement à pression constante mais aussi à température constante 
(transformation isotherme). 

Une telle pile réversible a une f.é.m. de 1,23 V et elle débite %.485 C/moL 
L’énergie électrique ainsi fournie est égale à environ — 237 kJ/mol, 

Cette valeur correspond à un maximum ; elle représente une évaluation du 
travail maximum que la transformation est susceptible de produire quand elle se 
réalise dans les meilleures conditions qui, en thermodynamique, sont celles d’un 
processus réversible* Un tel processus qui est un cas limite, imaginaire, est formé par 
une suite continue d’états d’équilibre, ce qui suppose qu’à tout moment le 
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changement peut se faine aussi facilement dans un sens que dans l’autre» Une 
transformation naturelle n’est jamais rigoureusement réversible, mais elle peut en 
être infiniment voisine, comme c'est le cas dans la pile évoquée ci-dessus, ce qui 
nécessite risothermie, l'absence de frottements,,. Les processus explosifs sont 
irréversibles notamment à cause de l’élévation rapide de température qui ne permet 
des transferts thermiques que du système vers le milieu, mats non l’inverse. 

Les variations d’énergie interne ou d’enthalpie sont indépendantes du proces- 
sus, mais par contre là fraction de cette énergie utilisable pour produire un travail, 
c’est-à-dire toute forme d’énergie autre que la chaleur, en dépend. Cette fraction est 
maximum quand le processus est réversible, ce qui nécessite en particulier T isother- 
me. condition réalisée chez les être vivants. 


B. L'énergie utilisable d'une transformation 


Pour préciser cette fraction de l’énergie, il nous faut, au préalable, considérer la 
notion d’entropie. Le deuxième principe de la thermodynamique, qui préside à la 
dégradation de Pénergïe, permet de définir pour un système une fonction entropie S 
qui, comme U, est définie par l'état du système S = y (C, T , P ) et dont la variation 
dépend de ï’état initial et de l'état final AS = S 2 - S v 

Cette fonction mesure le désordre de chaque système qui est caractérisé, en 
plus d’un niveau énergétique £/, par un certain degré d’organisation à l’échelle 
moléculaire, c’est-à-dire par un ordre ou un désordre plus ou moins important, en 
ayant présent à l’esprit qu'à l'échelle moléculaire, homogénéisation signifie désordre, 
soit encore probabilité maximum de trouver en un point donné n 'importe quelle 
molécule à réimporte quelle vitesse. A quelques exceptions près, J serait nulle pour 
un corps cristallisé à f) K traduisant l’ordre complet : molécules au repos et orientées 
toutes de la même façon. 


• Si la transformation d’un système consiste dans l'absorption réversible d’une 
quantité de chaleur très faible SQ à la température T, le gain d’entropie est par 
définition &$ = ÔQ/T. D’après le second principe, l’entropie de l’univers augmente 
dans tout processus spontané, donc : 


BQ 

~ syst. + 


sq 

T 


ext. ^0 


Si la somme est nulle le système est à J’équilibre. 

Pour un système isolé, l'entropie croît dans toute transformation réelle , elle 
décroîtrait dans la transformation inverse impossible. Cette forme d’énergie liée 
inéluctablement à l’effet thermique a une valeur minimum quand la transformation 
est réversible . 

D’après le premier principe, la conservation de l'énergie impose : 



- êH 

t 


syst. 


lors d’une transformation à pression constante. 
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~Y s - vsl + = -^syst.3 0 


Soit : 

ou encore, pour une transformation, finie 

âS sysL - ^ sy&L & 0 âH syst - T AS syst- ^ 0 - 

L’expression àH - T AS, qui ne concerne que le système „ est notée âG et 
correspond à la variation de la fonction G, appelée enthalpie libre, au cours de la 
transformation dans les conditions précisées ci-dessus. Elle représente la variation 
d'énergie utilisable , intégralement transformable en travail dans ces conditions de 
réversibilité. De plus, pour que la transformation soit spontanément possible il est 
donc nécessaire que AG 0, le cas limite de l’égalité correspondant à l’équilibre. 

Pour notre exempte : âG = - 23? ItJ/mole et T AS = - 49 kJ/mol d’où 
AS - - 49/298 - - 0,16 kJ/K. 

• Dans la transformation identique mais réalisée selon un processus non 
réversible, l’énergie utilisable est moindre et il y a en conséquence, production de 
davantage de chaleur; 

* Enfin» pour une transformation réversible à volume constant (AV =0)» on 
définit par analogie une fonction énergie libre F telle que AF - AU - T A 5. En 
biochimie» AF et AG sont souvent confondues, ce qui revient à admettre que 
P AV, donc AV» est négligeable compte tenu qu'il s'agit de réactions en solution. 


U. APPLICATION AUX RÉACTIONS CHIMIQUES 

A. Evolution des réactions chimiques 

Tout mélange de composés chimiques constitue un système qui, placé dans des 
conditions définies, va évoluer vers un état stable, La transformation est traduite par 
une ou plusieurs équations de réactions qui doivent être, au moins théoriquement, 
considérées comme réversibles. 

Soit : &A + fi B ^ yC + &D, 

En biochimie» ces systèmes peuvent, en première approximation, être considé- 
rés comme homogènes (solutions aqueuses) et évoluant à température et pression 
constantes. D’après la loi des équilibres chimiques* ils sont caractérisés par une 
constante d’équhbre K t telle que : 

K _ (cr ( d )‘ 

(a r (s y 

(A), (J?),-- représentent les concentrations molaires, confondues ici avec les 
activités, à l’équilibre. 
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Cest la variation denthalpie libre AG qui va déterminer la possibilité 
dévolution, le sens et l'importance de la transformation, 

t L'enthalpie libre ne peut que décroître dans les transformations naturelles 
réalisées à température et pression constantes, quand elle atteint sa valeur minimum, 
la réaction n'évolue plus, on est à l'équilibre, 

Si T au cours de la réaction, la variation d'enthaipie libre est négative 
(AG^Qj, car la réaction cède du ^ travail » au milieu extérieur, elle est alors 
spontanément possible. C'est une réaction exergonique. 

Si au contraire la réaction est endergonique (AG > 0), elle ne pourra se 
produire qu'avec un rapport d’énergie convenable. 

Si AG « ü f il n'y a pas d'évolution, c'est un équilibre stable. 

La variation d'enthaipie libre traduit, au signe près, l'affinité chimique des 
composés dans les conditions et selon le processus de la transformation envisagée. 

La confusion va parfois plus loin en biochimie, âS étant toujours faible 
(absence de changement d'état, T toujours relativement basse) on assimile alors 
AG et A H f soit exergonique et exothermique d’une part ; endergonique et 
endothermique d’autre part. En fait AH et AG peuvent ne pas avoir le même sens. 
Une réaction endothermique peut être exergonique, donc spontanée si elle est 
accompagnée d’un accroissement important d’entropie, Ex* : fusion de la glace en 
eau, dénaturation protéique par élévation de température, etc. D’autre part une 
réaction exothermique n’est pas toujours spontanément possible. 

De plus le fait qu'une réaction soit exergonique donc spontanément possible, 
au sens thermodynamique, n’implique pas qu’elle évolue avec une vitesse apprécia- 
blé. Dans l'étude précédente le facteur temps n’est pas pris en considération. Il est 
souvent nécessaire, pour que b réaction ait lieu, qu’elle soit catalysée chimiquement 
ou enzymatiquemenî. 

• L’enthalpie libre étant, comine les autres fonctions, extensive c'est-à-dire 
proportionnelle à la masse et dépendant des conditions physiques* il est nécessaire 
pour caractériser une réaction chimique de définir des états arbitraires spécifiés que 
l'on appelle états de référence ou états standard. 

L'enthalpie titre de référence ou eatbaipk libre standard symbolisée AG\ 
correspond à J a transformation isotherme à 25 ”G, à la pression constante de 1 atm, 
pour des activités des composés égales à l’unité. 

— L'enthalpie libre de référence peut être calculée à partir de AIT. 
AH* et AS* ou mesurée dans une pile. Sa valeur dépend de la réaction considérée. 


Ex, ; 

H 2(G ^ + 1/2 0 2{G , i HjO^j AG* = - 237 kJ/mol 
réaction fortement exergonique ; 


CH 3 COOH -h CjHpH î= CH 5 -COO-C 3 Hj + H 2 0 
A<T = - 3,3 kJ/mol 
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réaction faiblement exergomque ; 


+ HjPO, v* QH lt O J -0-PO î H 2 + H fl 
AGT = +123 kJ/moi 

réaction endergonique thermodynamiquement défavorisée. 

Les valeurs 46’ citées correspondent à la réaction évoluant de la gauche vers la 
droite ; dans le sens inverse c’est - AG° qu’il faut considérer. 

— L'enthalpie libre de référence est caractéristique, dans ces conditions, de la 
réaction. Elle détermine non seulement le sens, mais également L’importance de la 
transformation spontanément possible car AG* et K sont liées par la relation : 

AÇr^-RTÏaK 


dans laquelle R est la constante molaire des gaz parfaits et T la température absolue. 
Un calcul rapide va nous permettre de préciser ceci. Sachant que r 


R = 8,31 J/K mol ; T - 273 + 25 - 298 K et \tix 
nous pouvons écrire ; 


2,3 Ig jc 


d'où ; 


AC° = - 631 x 298x23 lg*~- 5.700 1g K 

- AG* 


IgK - 


5.700 


Il eu résulte que : 

* Si AG* = - 12,5 y/mol 


soit : 


Ig K + 


12,500 

IW 


lgAT^ + 2 et Â'^.10 2 , 


La réaction est pratiquement totale puisque : 

(i C F (D)* - 100(^4 F (Bf 


* Si AG* = - 6 kJ/mol, b réaction aboutit à un équilibre dans lequel 

les concentrations des produits et des réactifs sont mesurables. 

* Si AG* - 123 kJfrnoL, tf^KT 3 . La réaction n ! a pratiquement pas lieu 
puisque : 

(CT (D) 9 ^10~ 2 (A F (S) 1 ■ 

En première approximation, seules les réactions pour lesquelles AG* est 
comprise entre + 123 kJ/mol doivent être considérées comme réversibles et aboutis- 
sant à un état d'équilibre, les autres étant ou bien totales ou bien non spontanément 
possibles par suite de leur caractère fortement exergomque ou endergonique. 


vriohl 
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B. Application aux réactions se déroulant au sein de la matière vivante 

Les principes thermodynamiques que nous venons d'étudier ne s’appliquent 
qu’à des systèmes fermés qui n’échangent pas de matière avec l’extérieur. De plus les 
systèmes doivent atteindre un véritable équilibre par une suite d'états réversibles 
dépourvus de frottements ; en thermodynamique classique le temps et la vitesse sont 
ignorés. Enfin, c’est une discipline statistique en ce sens qu'elle ne s'applique qu’à 
des populations de molécules, 

La cellule vivante rte remplit donc pratiquement aucune de ces conditions d'où 
le développement d'une nouvelle thermodynamique des processus irréversibles ou 
encore du non-équilibre. Cependant au niveau de chaque réaction biochimique 
considérée isolément, les principes thermodynamiques classiques permettent une 
analyse quantitative des phénomènes. 

— L 1 application des principes thermodynamiques à une réaction biochimique 
doit tenir compte du fait que les états standard préalablement définis ne sont jamais 
réalisés dans la matière vivante. En particulier, la température, le pH traduisant 
F activité en ions H + , les concentrations molaires des produits, etc,, sont différents et 
ce réest pas AG & qréü faut considérer mais l'expression : 

Ù.G = àC + RT- lu ‘ C )f U>)‘ 

(a y <B) S 

dans laquelle {A }, ( B ), etc., représentent les concentrations molaires dans les 
conditions physiologiques déterminées par l’équilibre dynamique. Enfin,, une correc- 
tion de température (T - 273 -+ 37 = 310 K pour les homéothermes) et une correc- 
tion de pH (pH 7 soit (H 4 ) «=• 1 0“ ' ) sont souvent nécessaires. Il en résulte une 
différence parfois importante entre AG physiologique et AG*, ce qui modifie les 
possibilités d’évolution d’une réaction. 

Ainsi lors de l'hydrolyse de la lia ison phosphate terminal de F ATF se lon 
réquation schématique : 

A TP + H 2 0 -+ ADP + P m * AG* = - 20 kl/moL 

Dans une cellule la concentration en ÂTP est environ 10 fois supérieure à celle 
de l'ADF et celle des phosphates minéraux est voisine de IG" 2 mole/lître d’eau 
cellulaire. Donc AG est de l'ordre de — 38kJ/moï. 

En fonction des concentrations cellulaires des produits et des substrats il est 
même possible qu’une réaction pour laquelle âG n > 0 puisse se produire spontané- 
ment AG étant alors négatif. Cependant, les concentrations réelles étant souvent 
inconnues on peut, dans une première approximation, raisonner à partir des valeurs 
standard AG 3 . 

Les conventions qui permettent de définir Fenthalpie libre standard viennent 
d’être décrites, elles correspondent à des activités égales à 1 mol/1 ; pour les ions 
H* , cette valeur donne un pH égal à O, 

(*) P„ symbol sk un résidu o>,pJ»âpbaEe HPO|" ou H, PO, selon te pH 
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Afin de prendre en compte la différence importante entre âC physiologique 
et àG a , citée à la page précédente, et définir J "exacte valeur de l’enthalpie libre 
standard des réactions biochimiques qui se déroulent à un pH voisin de la neutralité, 
on utilise de préférence, J'enthalpie libre standard & pH 1, notée AG 5 ", pour laquelle 
l’état standard est [H + ] = î 0 inol/l, cette valeur est donnée généralement à 25 e €. 


IIL LE COUPLAGE ÉNERGÉTIQUE 


De nombreuses réactions métaboliques sont endergoniques. lien est ainsi pour 
la plupart des réactions biochimiques de fanabolîsme ainsi que pour les premières 
étapes du catabolisme qui nécessite une activation du substrat (formation d’esters 
phosphoriques pour les oses par exemple). Four se réaliser, ces réactions reçoivent 
un apport énergétique utilisable fourni par les réactions exergoniques du catabolisme. 
11 en résulte un véritable couplage énergétique entre les deux types de réactions, 

— Du point de vue thermodynamique, une seule condition doit être satisfaite, 
la variation d'enthalpie libre de la réaction exergonique doit être supérieure, en 
valeur absolue, à celle nécessitée par la réaction endergonique ; de telle sorte que le 
système pris dans son ensemble fonctionne de façon exergonique. 

Ainsi, La phosphorylation du glucose en glucose-é-phosphate est une réaction 
endergonique défavorisée thermodynamiquement, 

glucose + Pm glucose 6 phosphate -§- H j0 AG* r = 12,5 kJ/mol . 

Par contre l’hydrolyse du phosphoenolpyruvate en py ravale et phosphate est 
fortement exergonique. 


CH,— c- CCK31I + HjO — CH -CO -COÜH + V m AG" ’ - - 3 U UVrool 

I 

0 

1 

Pliospho^ nd^yiuvÉ^C Pynivate 

m FEF 


On peut donc envisager, du point de vue thermodynamique, un couplage 
énergétique entre les deux réactions dont Je bilan serait fortement exergonique 
- 5.1, B + 12,5 = - 39,3 kJ/mol et correspondrait par suite à une transformation 
favorisée thermodynamiquement. 

Phosphoénolpyruvate +- glucose -» glucose-6-phosphate 4 - pyruvate 
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AG a " = - 39,3 kJ/moi 
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— Du point de vue biochimique uit tel couplage poserait le problème de la 
présence simultanée et m même point de la cellule des deux composés, La réalisation 
du couplage implique généralement que le transfert d'énergie d’une réaction à l'autre 
se fasse par l'intermédiaire d'un composé commun aux deux réactions* exergonique 
et endergonique. Ce composé commun, qualifié de « riche en énergie » assure ainsi le 
stockage provisoire et le transport de l’énergie d’une réaction à l’autre, L'ATP en est 
l’exemple le plus classique et le plus répandu . 

D'où la sucession d’étapes : 

phosphoénolpyruvate + ÂDP -* pyruvate + A TP âG 0 ' = - 22, B kj/mol 
glucose + AT P — ► glucose 6 phosphate 4- ADP AG Û ' = - 16,5 k J/mol 

et le schéma du couplage énergétique 



ATP ■* 


ADP 



phosphate 


py navale 
- 51 fi kJAnyl 

pJwîSpÎKJCEKSl ■ 
py niv*ie 


IV. LES COMPOSÉS RICHES EN ÉNERGIE OU 

COMPOSÉS A HAUT POTENTIEL ÉNERGÉTIQUE 


A. L’adénosine triphosphate ou ATP 

Ce composé existe dans toutes les cellules* animales* végétales et microbiennes 
à une concentration comprise entre 10" J et 5, 1Q~ 3 mol/litre d’eau cellulaire soi! 
encore 0,5 à 2,5 mg/ml II est possible de l’extraire des tissus mais aussi de le 
synthétiser chimiquement en grande quantité. 


h STRUCTURE 

C’est Tester triphosphorîque d’un nuclëoside : Tadénosine. L’ester monophos- 
phoriquCj l adénosine 5 -nionophosphate ou AMP est un nucléotide qui entre dans la 
composition des acides nucléiques, Tester diphosphorique ou ADP est l'intermédiaire 
qui conduit à TAIT. 
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La formule de I’ ATP : 





\ 


■ — 1 — 
A DP 

“S»'" 

ATF 




/ 


I «iênosine 


peut être schématisée. A— Ril>=0 — (P) — O — dJ)— 1 O — (F)ou plus simplement ATF. 

Au pH physiologique des cellules, voisin de 7, l’ÀTP est totalement dissocié et 
porte donc quatre charges négatives sir la chaîne poly phosphate (*), Il forme des 
complexes avec les cations cellulaires divalents Ca 3 + et Mg 2 + ♦ En particulier avec 
Mg 2+ il forme un complexe [Mg-ATP f ~ qui présenterait une structure repliée 
différente de la formule linéaire précédente. 




\/° 

f^o H 

? M'-rs, 
Tffï 

w>y^ cH 


H' 


'Vl f S ' 

C— C 
1 I 
oh oe 


H 


Structure possible du complexe £Mg- ATP f ” (d'après Lehninger). 

2. LES « LIAISONS RICHES EN ÉNERGIE » OU LIAISONS A HAUT POTENTIEL 
ÉNERGÉTIQUE OU LIAISONS A FORTE ENTHALPIE LIBRE D'HYDROLYSE 

La molécule d'ATF renferme trois liaisons covalentes O —P dont l'énergie de 
liaison, est comprise entre 209 et 418 Jd/mol. Toutefois, ces trois liaisons ne sont pas 
équivalentes. 

# La liaison O — P de P AMP est une Maison ester classique, analogue à celle du 
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(•) U* dissociations seront négügtes pir la suite pour simpiifiti récriture. 
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glucose “6-plw$piiâte. Son hydrolyse est accompagnée d’une variation d’enthalpie 
libre standard de - 12,5 kJ/mol : 

AMP + H 2 0 -• adénosîne + P m ; iG ,r — 12.5 kJ/mol . 

Cette lia, m, comme toutes celles qui libèrent moins de 12,5 Li /mol lors de leur 
hydrolyse est dite pauvre en énergie * ou à faible potentiel énergétique 

* Les deux autres liaisons O — P de PATP sont du type liaison anhydride et leur 
hydrolyse s'accompagne d'une variation d’enthalpie libre standard de l'ordre de 
-29 kJ/mol; 


ATP + H 2 0 ^ ADP + f m ; âG at - - 29 kJ/mol ; 

ADP + H z O -* AMP + P m ; ACT - - 29 kJ/mol . 

Ces liaisons que Ton retrouve dans les di- et triphosphates, sont représentées 
par le symbole - ; soit pour P ATP : A — Rîb — O — (P) — O ~ (?) — O - (P) . Elles 
sont appelées * liaisons riches en énergie » ou encore liaisons à haut potentiel 
chimique d’hydrolyse ou liaisons à enthalpie libre d’hydrolyse fortement négative, ce 
qui est plus correct bien que les termes de liaisons et de composés riches en énergie 
soient d’un usage courant, 

— L'énergie en cause n’a rien de comparable à l’énergie de liaison au sens 
chimique c'est-à-dire à l'énergie nécessaire pour briser les liaisons covalentes 
O — -P. Il s’agit tf enthalpie libre fournie au cours d’une transformation provoquant la 
rupture de la liaison en présence d'accepteurs convenables. 

— La teneur énergétique n'est pâs liée à un type particulier de liaison, 
phosphate terminal par exemple, mais dépend de la nature du porteur du radical 
Ainsi F ATP est riche en énergie alors que P AMP et le glucose-fr- phosphate ne îe sont 
pas. 

L’importance de l'énergie en cause dépend des conditions, en particulier des 
concentrations des réactifs et des produits présents (AG peut être différent de 
AC voir p. 17) mais aussi de la nature de l'accepteur .. Le transfert d'un groupement 
phosphate de F ATP à un nudéoside phosphate libère peu d'énergie alors que son 
transfert à un hydroxyle alcoolique du glucose par exemple en libère beaucoup. 

— Pour comparer les énergies utilisables des liaisons riches des divers 
composés de ce groupe on utilise le réactif le plus répandu dans la matière vivante : 
l’eau. On se réfère à la variation d "enthalpie libre lors de P hydrolyse de ia liaison, 

« Quelle est l'origine de ce potentiel énergétique ? L'ATP, l’ADF et les autres 
composés énergétiques que nous évoquerons par la suite sont toujours des molécules 
conjuguées riches en électrons ir, Dans chaque cas, îe potentiel énergétique résulte à 
la fois de plusieurs remaniements électroniques accompagnant l'hydrolyse. 

Ainsi pour la liaison phosphate terminal de F ATF, tes contributions énergéti- 
ques partielles sont de : 

— 12,5 kJ/mol pour l'hydrolyse de la liaison O— P 

— 11 kJ/mol pour la stabilisation par résonance des produits d’hydrolyse. 
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L ATP présente 7 formules mésomères, P ADP 5 formules et le phosphate minéral 
? m : 3 au pH de la matière vivante . La somme des énergies de résonance des produits 
d'hydrolyse (8 formules mésomères) est supérieure à l'énergie de résonance de la 
molécule initiale (7 formules). 

— 5,9 à 9 kJ/'mol pour les interactions électrostatiques qui sont diminuées lois 
de F hydrolyse par suite d’une nouvelle répartition des électrons w modifiant k 
polarité des liaisons. 

Pour d'autres composés riches en énergie, des phénomènes d'ionisation ou de 
tautomérisation participent à ces contributions énergétiques partielles. 

L’hydrolyse de J* ATF peut également se faire avec libération de pyrophosphate 
selon l'équation : 

ATP + U 2 0 -> AMP + PP à CT = - 36 kJ/mol . 

Dans ce cas la contribution des phénomènes de résonance est accrue car les produits 
d'hydrolyse présentent 9 formules mésomères (3 + 6 ). 


B* Les principaux composés riches en énergie 

Pour tous ces composés |AG"[ correspondant à l'hydrolyse est supérieure à 
21 kJ/mol ■ ce qui ne les empêche pas d'être stables en milieu aqueux. L’hydrolyse, 
bien que thermodynamiquement possible et irréversible, est extrêmement lente et 
nécessite, pour se dérouler à une vitesse appréciable, la présence de catalyseurs 
(enzymes). 


h LES PHOSPHATES A HAUT POTENTIEL D'HYDROLYSE 


Ils comprennent ; 

— les diphospkmes et les triphosphates ; 

©-O-G, 


— les di- et triphosphates de nuciéosides . 

Ex. : L’ADP et F ATF correspondant à l’adénosine, l’UDP et l'UTP correspond 
dant à Puridine, k GDP et la GTP correspondant à la guanosine, etc, ; 


— les acyl’phmpham : 

o 

B 

r-c-o^F 


CH.— C— 0 - © 
II 
O 

Ac^t^lphüsphatc 


Ex. : L'acétylptaosphate et le 1 O-diphosphoglycérate ; 


CO— o—© 

I 

CHOH 

ch 2 o— © 

1-3 (Ji]:Lni|)ho(jlycêra1i 


— les én&l-ph&sphates : 


* 

R— C— O— ® 


CH,=C— COOH 
^ I 
O 


} 

© 


f riqh:e 


erial 


Ex, : le phosphoénalpyruvate 
ou PEP 
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— les amidine-phosphates : 

NH 

IR 

R — NH — Ç— NH — ® 

Ex. l La créatine phosphate et l’arginine phosphate : 

Nil— C 

^s-oï.-coon 

i 

CH, 

Créai ira ptiosphaïc 

NH—C . NHn 

\ / ' 

N NI I-{CI J. >5— CE! 

^COOH 


Afgiii™ pkisplULC 


■ — les himiacétai- phosphates ou gîycoside-phospfuues ou P hétérosides sont à la 
limite des composés riches en énergie. 

Ex. ; Le glucose- 1 -phosphate, 


2. LES ACYLS A HAUT POTENTIEL D HYDROLYSE 
— les mylthumlen : 


0 

1 

K-Ç -5— ft' 


CH, 


' -S— Co\ 


I 

O 


atityl-CDcriymc A 


Ex. : Le principal représentant de ce groupe est Tacélyl-coenzyme A. 
— les acyi-imidatoies. Ëx. : racélyhtmidazolc : 


ch — co ..K .n 


/=\ 

| J 

V 

Acctvl -imidazolc 


— Les Giyf' phosphates ont déjà été côtés. 

3. DES COMPOSÉS DIVERS COMME LES DÉRIVÉS SULFONIUM AMMONIUM 
QUATERNAIRE, ETC 
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G. Le classement énergétique des composés riches en énergie 


Il peut Être schématisé à partir des valeurs de MT r et comparé à des dérivés 
phosphores pauvres en énergie , esters d'alcools primaires par exemple, 

- âÛ J -!kJ 1 l EIM 3 l 

j t 

PteMpfooérotpynjvatc -51.9 

50- - 

1-3 dipIwsptitrçJjrcÉiïJte - 4i,4 
CriaiiiK ptaphaie - 45.9 
A<ésyl pho*phftW - -J 2,5 
ATP ~ 36 ou - 29 
AD F - N 
Aïilyl CoA - 26,4 
ÏS-- PP - 25 

gluLM'l'phoiphatc - 21 
glu«Ht-Ei)li«pliilc - ÜJ 
fmctcHe-l-ptaasphâW - Il J 
gl^FQl-1-phQipllllI - S ,& 


Le tableau met en évidence les possibilités de transfert du groupe phosphate 
qui se fait toujours dans le sens décroissant des potentiels de cette échelle 
thermody namiq ue . 

Dans ce tableau le système A TP* ADP occupe une position intermédiaire qui 
lui permet d'assurer la liaison par transport du groupe phosphate entre les composés 
phosphates à potentiel élevé et lés composés â potentiel de transfert faible. Dans la 
cellule le groupement phosphate terminai de P ATP aura donc une durée de vie très 
brève et devra être reformé très rapidement. 

L’ATP peut également participer à la synthèse de composés riches en énergie 
comme l’acêtyl CoÀ. 


ATP + acétme * HSCoA 


// 

Àcélyl CoA + AMP + PP 
(Animaux, végétaux, levures) 


\\ 

Auityl CoA T ADP + P„ 
(Certain» miciooEpiiiHne*) 


V. ORIGINE ET RÔLE DES COMPOSÉS RICHES EN 
ÉNERGIE 

Pour un homme adulte dont la dépense énergétique quotidienne est de 
10.500 kJ, la consommation d'ÀTP est de plusieurs dizaines de kilogrammes d'ATP 
par jour ; ceci implique que T ATP est consommé puis aussitôt régénéré à partir de 
PAOP, 


iv riante 
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Quelle est l'origine de l'énergie nécessaire aux phosphorylations ? Les chimio- 
trophes tirent cette énergie de l'oxydation de substrats énergétiques, réactions qui se 
produisent en aérobtose et en anaérobiose, Les phototrophes convertissent l'énergie 
lumineuse en énergie chimique (photo-phosphorylation). 


H,0 ad; = - 39IU/mol P* 



HjO üC -, - + »Uïmül f 


A. Les oxydo-réduction phosphorylantes 

1. LES PHOSPHORYLATIONS AU NIVEAU DU SUBSTRAT 

Il existe des réactions au cours desquelles L'oxydation d’un substrat énergétique 
est couplée â la constitution d’une liaison riche en énergie, un mécanisme de 
couplage permet la récupération d'une partie de l'cnthalpie libre libérée par la 
réaction d’oxydation et remploie à la synthèse d’une liaison riche en énergie. 

Des exemples seront rencontrés et décrits dans l’étude du métabolisme. Le 
mécanisme lié à l'oxydation du glyceraldéhyde-l-phosphate (étape de la glycolyse) 
est particulièrement significatif et sera étudié en détail ou lors de l’étude de cette voie 
métabolique , 

Le bilan de la réaction est : 


ts 




o 



NADH, tr 




|ljfcèraldéhyde-3- P 
déstijfdnî^Mse 


C-0-® ADP ATP 

3-phoipho-g^eÉ raie 

CNi— O— ® 


H— C— OH 


glyréraldétiyd<î-3~ phosphate 


acide 1-3 dhpfcospho- 
glycé nqite 


COOH 

H-Ç -OH 

CH, - 0—0 
aeitfc 3- 

phüspJhj. 

glyeéîrtqtic 


2. L’OXYDATION PHOSPHORYLANTE AU NIVEAU DE LA CHAÎNE RESPIRA- 
TOIRE 

Ce type de phosphorylation oxydative est un processus essentiellement aérobie 
lié aux systèmes transporteurs d'électrons de la chai ne respiratoire. Le mécanisme de 
cette phosphorylation sera décrit ultérieurement, dans le chapitre consacré à la 
chaîne respiratoire des cellules eucaryotes. 
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B P La photophosphory Eation 

Les phosphorylations de la photosynthèse ou photophosphorylatkms sont les 
seules qui représentent un gain réel d’énergie utilisable pour la matière vivante - 
Contrairement aux deux modalités précédentes qui assurent simplement une 
conversion de l'énergie chimique, celle-ci permet la transformation de TénergÊe 
rayonnante en énergie chimique assurant ainsi la pénétration du flux énergétique 
chez les êtres vivants, 


C* Rôle des composés riches en énergie 

Parmi les composés énergétiques que nous venons d'énumérer, les uns sont des 
étapes du métabolisme. Ex. : le 1 -3-diphospho-gIycérate , le phosphoénolpyruvate. 
Les autres sont de véritables transporteurs d'énergie. Ex. : ÀTP, ADP, ribonucléoti- 
des-triphosphates qui, en plus du transport d'énergie, permettent également le 
transfert de groupements. Ils peuvent être rangés dans la catégorie des coenzymes ou 
cosubstrats. 

Dans toutes les transformations énergétiques T ATF possède un rôle d’intermé- 
diaire essentiel, II participe à routes les activités cellulaires : activation des substrats 
et biosynthèses, travail mécanique, électrique, production calorifique, travail osmoti- 
que de concentration et transport actif, etc. 


TiqhiÉ 
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La catalyse biochimique : les enzymes 


D'après les principes thermodynamiques du chapitre précédent, il est nécessaire 
et suffisant pour qu'une réaction chimique soit spontanément possible qu'elle soit 
exergoniqoe (âG <Û) ou qu’elle soit couplée, dans le cas contraire , avec une 
réaction exergonique convenable, fournissant ['énergie de réaction nécessaire. 

Dans ces données * le facteur temps n'est pas pris en considération. Ainsi les 
liaisons à haut potentiel d’hydrolyse sont très stables en solution aqueuse aux pH 
physiologiques,, de même le mélange H; + 1/2 O 2 , dont la réaction est fortement 
exergonique, n'évolue pas spontanément dans les conditions ambiantes. Plus 
précisément, révolution vers la formation d’eau se fait avec une vitesse extrêmement 
faible. 'Cet équilibre apparent est mét astable, car il suffit d’une élévation locale de la 
température (étincelle ), c’est-à-dire d’un faible apport énergétique, pour augmenter 
considérablement La vitesse de la réaction au point de la rendre instantanée. Il s’agit 
là d'une énergie d'activation. 

Le résultat est analogue, à la température ambiante, au contact de mousse de 
platine. Cette fois il n'est pas question d’apport énergétique, l'accroissement de la 
vitesse de réaction a une autre origine et l’on parle d'effet catalytique ou catalyse. Cet 
effet catalytique est essentiel en biochimie car nous avons déjà signalé qu'en son 
absence, les réactions biochimiques ne peuvent évoluer spontanément avec une 
vitesse suffisante dans les conditions de température et de pH du milieu vivant. 


I. PROPRIÉTÉS GÉNÉRALES DES ENZYMES 


Comme les catalyseurs chimiques, les enzymes ne catalysent que des réactions 
qui sont thermodynamiquement possibles (réactions exergoniques ou réactions 
etidergoniques couplées) car elles n'influencent pas l'énergie de la réaction, c’est-à- 
dire la variation d’enthalpie libre. Pour cette même raison les enzymes ne déplacent 
pas le point d’équilibre (K identique) et ne modifient pas les produits d’une réaction 
qui aurait lieu en leur absence. 

Le parallélisme enzymes-catalyseurs chimiques n’est cependant pas total. 
Certaines caractéristiques sont spécifiques des enzymes et confèrent à la réaction 
enzymatique des propriétés particulières. 
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À* Définitions 

Une enzyme est une protéine capable de catalyser spécifiquement la transfor- 
mation d’un ou deux substrats : 


S + $ é P + P* 

S et S sont les substrats, P et P‘ les produits de la réaction enzymatique. On appelle 
isoenzymes, des enzymes élaborées par le même organisme, catalysant la même 
réaction et dont la structure protéique et les propriétés physico-chinuques sont 
différentes. 


B* Structure protéique des enzymes 

Biochimique ment les enzymes constituent un ensemble homogène puisque 

toutes possèdent une structure protéique correspondant à l' enchaînement de plus 
d’une centaine de résidus d'ami no-acides. Les propriétés enzymatiques n 'apparais- 
sent qu’à partir d T un certain niveau de complexité structurale qui est cependant 
très variable puisque la masse moléculaire d:e s enzymes varie d'environ 1Û 4 à plus 
de 2. K) 6 dallons. 

Ex. : Four la ribonucléase la masse moléculaire est de 13.700 dallons, la 
molécule étant constituée par l'enchaînement de 124 résidus. Pour la glutamate 
déshydrogénase la masse moléculaire est voisine de 2,1 0 6 dallons. 

Cette homogénéité de structure se traduit dans la nomenclature usuelle. 
Chaque enzyme est désignée par le nom de son substrat, c'est-à-dire de la substance 
dont elle catalyse la transformation, suivi du suffixe ose, par exemple : a glucosidase, 
fu mura se, créait, etc. 

Quelques enzymes ont cependant gardé leur désignation ancienne, à suffixe ine 
en général ; trypsine, pepsine, mais aussi lysozyme, présure, etc. Enfin il existe 
actuellement une nomenclature systématique qui sera envisagée lois de la classifica- 
tion des enzymes. 

Etant des protéines, les enzymes en possèdent toutes les propriétés : réactions 
de précipitation, de coloration ; hydrolyses libérant les ammo-acides, dénaturation... 

À partir de la cristallisation de l’uréase par Sumner en 1926 un grand nombre 
d'enzymes ont été préparées à l'état pur, plusieurs centaines ont été cristallisées, ce 
qui a permis une étude précise de la structure primaire et de la structure spatiale dans 
un certain nombre de cas. 

Les résultats obtenus montrent qu’il est nécessaire de distinguer plusieurs 
groupes d’enzymes bien que leur structure soit toujours du type globulaire. 

— La fraction protéique qui est présente dans toute enzyme peut être 
constituée par une seule chaîne polypeptidique (structure monomérique) ou au 
contraire formée par l'assemblage symétrique, selon les régies de la structure 



LÀ CATALYSÉ BlQCHlM?QtlE : LES ENZYIÆS “S 


quaternaire des protéines, de plusieurs chaînes polypeptidiques (structure oligoniéri- 
que). 

Ex * : 

* Structure monomérique du 3 ysozy nie â 129 résidus, de la trypsine à 223 rési- 
dus, de la ribonucléase à 124 résidus. 

* Structuré oligumériqut de la lac Laie déshydrogénase à 4 sous-unités, MM, 
150.000 dallons, de la glutamate déshydrogénàse à 8 sous-unités, etc. 

Dans certains cas la fraction protéique peut à elle seule assurer | T activité 
enzymatique : l’enzyme est une holoprotéine , le plus souvent monomérique. 

Ex , t ribonucléase, lysozyme, carboxypeptidase. 

— D’autres nécessitent pour leur activité enzymatique la présence absolue, 
dans des proportions définies, d’une substance organique plus ou moins complexe-, de 
faible masse molaire et qui participe à la transformation chimique. Lors de leur 
activité ces enzymes sont en quelque sorte des hétéroprotéines et l’on appelle 
coenzyme la fraction organique associée et apoenzyme la fraction protéique. 

Ex, : lactate-désJiydrogénase, transamînases, décarboxylases, 

— Enfin l'activité de certaines enzymes dépend de la présence de cofacteurs 
métalliques liés plus ou moins solidement: à la fraction protéique. Parmi ces cations un 
grand nombre figurent dans la liste des oligo-éléments et ainsi s’expliquent leurs 
effets catalytiques et leur caractère indispensable. 

Ex, : Cu 2+ pour les oxydases, Mn 2f pour Targinase, Zn 1+ pour r anhydrase 
carbonique mais aussi Mg 2-!r pour la pyrophosphaiase . etc. 

Ces cofacteurs ne sont pas modifiés au cours de la réaction d’où leur nom 
d’activateurs, Leur absence peut provoquer une inactivation totale ou seulement 
partielle de l'enzyme. Selon les cas ils participent au mécanisme de la réaction 
catalysée (seuls ou en association avec un coenzyme) ou bien à la structure 
tridimensionnelle de l’enzyme. 


C. Efficacité de la catalyse enzymatique 

Les enzymes sont des catalyseurs très actifs plus efficaces que les catalyseurs 
chimiques. Comme tous les catalyseurs elles agissent à très faible concentration et 

sont régénérées après chaque cycle de réaction. Il en résulte un accrois semetl t 
considérable de la vitesse de la réaction qui peut être ainsi multipliée par un facteur 
atteignant 10“ et môme 1Û 11 . 

Ex. : î g d’uréase libère environ 150 g d’ammoniac à partir de Forée en 5 mîn 
(t = 25 X, pH - 7), 

I g de cataïase décompose 41 . 10 J g d’eau oxygénée en I h à 20 X. 

On peut définir l’efficacité d’une enzyme par son nombre de rotation { itttn over 
number) qui représente le nombre de molécules de substrat transformé par minute et 
par molécule d’enzyme. Ce nombre peut atteindre 10* à 10 e . 
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IX Spécificité enzymatique 

Cest un caractère fondamental de Factivité enzymatique qu’il est facile de 
mettre en évidence dans les cas simples. Cette spécificité est double, chaque enzyme 
sélectionnant à la fois le substrat et la réaction catalysée. 


t. SPÉCIFICITÉ DE RÉACTION 

Pour un substrat donné, une enzyme ne catalyse qu'une seule réaction parmi 
l’ensemble de celles qui sont possibles. Ainsi in même amîno-acide peut être 
décarbûxylé, désaminé par oxydation ou transaminé (fig, 3,1) ; 


X H 

Jr COOH + NHj [^jjciufuciM 

NH, ^ 


/ H e O 
CH——— 

\ 


7 Mi 


■ CH — h*- + HOOe-CM— CO— COQM - R-CO-COOH * HOOG— CH— CH TiuuniuüfM 

\ 

COOH 


COOH- 


n-CHj-Sn t DècifteijSâiw, 


CO. 


Figure 3.1 Réactions de transformation d'un acide aminé. 


Chacune des trois réactions est catalysée par une enzyme différente : décar» 
boxylase, transam inasc ou ami no-oxydase. Entre ces trois enzymes seule la partie 
protéique est totalement différente, c’est donc elle, et elle seule, qui est à l’origine de 
cette spécificité de réaction. 


2. SPÉCIFICITÉ DE SUBSTRAT 

Une enzyme n'agit que sur un seul substrat ou sur un groupe de substrats 
possédant en commun certaines particularités dans leur structure moléculaire. La 
spécificité de substrat dépend donc, soit de la molécule entière t soit de certains 
groupements seulement (cas des macromolécules) ; notamment dé la position et de 
l'orientation des groupements ionisables ou polaires, Elk apparaît plus on moins 
étroite, mais toujours liée à l'architecture spatiale des molécules : c’est une 
stéréospécifkité. 

* Dans certains cas, Peozyme n’agit que sur un seul substrat , plus précisément 
un seul isomère. {Spécificité étroite). 

Ex. : La fumarase catalyse Fhydradation de l’acide fumariqme (forme trans) en 
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acide L malique. Elle est inactive sur lacide maléique f forme cis) : 


H-C-COQH 

ch,— cnn h 

1 

ü — C-COOEI 

SI 

HOOC- C-H 

H,Oïî HO-C-COOH 

1 

li 

H-C-COOH 

Acjde fumant) ue 

H 

Acide L malique 

Acide maKiquc 



(iton substrat) 


— La déshydratation tas deux isomères, optiques de l'acide tartrique {D et L ) 
en acide oxalo-acétique HQQC— CH 2 — CO— COGH inactif est réalisée par deux 
enzymes différentes : la L-t art rate déshydrogénase et la D-tartrate déshydrogénase. 

Inversement, la synthèse de composés asymétriques à partir d + un substrat 
inactif aboutit toujours à la même forme optiquement active pour une enzyme 
donnée. Ainsi dans le muscle, la réduction du pynivate en lactate conduit toujours à 
la forme L (+ ) selon l’équation : 

COOH 
l 

c=o +WADH,H 4 

! 

CH, 

p>Tuvatc 


COOH 

I 

— *- HO— C-H 4 iKAD + 

UPH ; 

CH, 

L(4-) laetace 


Ce mode de synthèse asymétrique est différent de la synthèse chimique qui 
produit généralement un mélange racémiquç, Il permet de comprendre l’origine et 
Timportance de l’asymétrie en biochimie, 

# Dans d’autres cas, la spécificité ta 3 'enzyme ne se manifeste que pour un ou 
plusieurs groupements (spécificité de groupe). 

Ex: La 0-galactosid.ase catalyse l'hydrolyse des 0-gaïactosides (fig. 3,2). 



OH OH 


Flgun 3.2 RjiaclLun d'hydrolYSC des. pÿlljckuiJe; 


La réaction a lieu, plus ou moins rapidement, avec des radicaux R très 
différents ( R peut être un reste d’hexose, un radical aliphatique ou aromatique), mais 
le résidu £-galactosyJ est indispensable : les hydroxyles 1, 2, 3, 4 doivent être libres et 
dans ces positions respectives, les dérivés méthylés ne sont pas hydrolyses, pas plus 
que les glucositas ou les o-galactosides. Cet exemple souligne bien l 1 importance de la 
configuration spatiale du substrat, c’est-à-dire Sa stéréo-spécificité. 
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Les 0-D-thiogalactosides 



ont une structure très proche de celle des p-D-galactosidés. lis sont capables de se 
fixer sur l'enzyme, d'y occuper la place du substrat, mais ne sont pas hydrolysés. 

A l 1 intérieur des macromoMoules protéiques ou nucléiques, c'est un secteur 
limité, de configuration définie, qui est identifié et préférentiellement ou mime 
exclusivement attaqué. 

Ex : La trypsine catalyse spécifiquement l'hydrolyse des liaisons peptidiques 
situées à droite des résidus lysine ou arginine, la chymotrypsine catalyse l'hydrolyse 
des liaisons situées à droite des résidus tyrosine et phénylalanine. 

Ce n'est pas la liaison, mais l'environnement qui est identifié, 

• La spécificité est parfois moins stricte, en rapport seulement avec un 

groupement foriviionneL 

Ex: Les lipases catalysent l'hydrolyse de la liaison ester glycé roi-acide gras, 
sans spécificité nette pour l'acide. 

L’alcool déshydrogénase catalyse la déshydrogénation non seulement de 
l’éthanol mais aussi d'autres alcools, 

La spécificité de liaison est une spécificité dans laquelle seule une liaison est 
impliquée, c'est le cas de la brouté line, protéase d'origine végétale extraite d' Ananas 
sativus qui coupe les chaînes peptidiques au hasard, 

X-C- NU -CH -V + H,0 ^ X-C-OH + NH r CK- Y 

B i i I 

OR O ft 

De même que pour la spécificité de réaction, l'origine de la spécificité de 
substrat est tout entière dans la fraction protéique de l'enzyme. Elle peut être 
interprétée par la formation d'un complexe entre l'enzyme et le-(s) substrats), ce 
complexe ne peut se faire que s’il existe une étroite complémentarité de structure 
entre le(s) substrats) et une partie de l'enzyme appelée site ou centre actif. 

Enfin, cette double spécificité en rapport avec la structure spatiale des 
molécules protéiques et les mécanismes de faction enzymatique, présente beaucoup 
d’intérêt pour l'étude structurale des substrats ; détermination de la configuration « 
ou 0 d'une liaison osidique par exemple. 


E* Complexe intermédiaire enzyme-substrat 

Les premières lois générales de la cinétique enzymatique formulées en 1905 
par Henri puis Mictmelis et Menien et généralisées par H aida ne reposaient sur une 
hypothèse permettant d’interpréter les ré s allais alors obtenus. 
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La réaction enzymatique comporte deux stades : 

#1" stüdé ; formation réversible d'un complexe enzyme-substrat stéréospécifique 
impliquant une affinité est une complémentarité de structure entre les deux 
molécules. 

* 2* stade : décomposition de ce complexe donnant naissance aux produits de la 
réaction et régénérant l’enzyme. 

Si Ton prend comme modèle une réaction simplifiée mettant en jeu une enzyme 
E, un substrat S, un produit P et un seul complexe enzyme-substrat £5, d'après cette 
hypothèse La réaction enzymatique peut être écrite : 

E + S +2 ES *=* P + E 



actif 

E + S ^ ES ^ F + E 
Figure 3.3 Représentation de La réaction enzymatique. 

L’existence de ce complexe transitoire ES (fig. 3.3) a été vérifiée dans un 
certain nombre de cas. 

— La peroxydase forme avec son substrat H,0 2 un complexe ayant un spectre 
d’absorption caractéristique différent de celui de l’enzyme libre. 

— La pepsine et Pun de ses substrats, Povalbumine, forment un complexe que 
l’on peut caractériser par ultracentrifugation. 

— Une technique de dialyse (dite à l'équilibre) associée à l'utilisation 
d’analogues stériques de substrat, ce qui permet Je stade mais non le second, et à 
remploi de traceurs radioactifs permet la mise en évidence de la formation du 
complexe ES, de sa spécificité stérique, de sa réversibilité et enfin du rapport des 
quantités de £ et S associés dans le complexe. 

La plupart des expériences de dialyse à l'équilibre ont été décrites avec comme 
enzyme £ : la $-galactosidase et comme ligand L : le FETG (phényl éthyl ^D- 
thiogalactoside) qui est un ^-D-thiOgalaetoside se fixant sur l'enzyme, mais non 
transformé. Le ligand L est marqué par le |S S radioactif - 



Une solution d'enzyme est placée dans l’un des compartiments du dialyseur 
(fig. 3.4), dans l’autre } on place une solution du ligand L. 
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Au bout d’un certain temps, un équilibre s'établit, la concentration en ligand 
libre (L ) est égale dans Les deux compartiments. 

On dose dans les deux compartiments la concentration de ligand en mesurant la 
radioactivité par unité de volume ; ce qui permet de déterminer : 

— dans Pun des compartiments (L); concentration molaire du ligand libre ; 

— dans l'autre (L) + {EL) : concentrations molaires do ligand libre et du 
ligand associé à l'enzyme. 

On représente par (£) la concentration molaire en enzyme libre 

(£ r ) la concentration molaire totale en enzyme 
(R) la concentration molaire en récepteurs libres 
(H t ) La concentration molaire totale en récepteurs. 

Si n représente le nombre de récepteurs (sites de fixation) par molécule 
d'enzyme, on a* n (£ r ) = {R T ). La radioactivité par unité de volume étant plus 
élevée dans le compartiment du diaJyseur qui contient l'enzyme, apporte, si besoin 
était, une preuve supplémentaire de l'existence du complexe enzyme-substrat. 

Cette expérience permet, en outre, de dénombrer tes sites de fixation de 
L’enzyme et de déterminer la constante K A d'association du complexe. 

En assimilant la formation du complexe à une réaction équilibrée, on peut 
écrire ; 

R + L - RL . 


La constante d'équilibre K À s’écrit : K A = 


(RL) 


mm 

En utilisant les relations écrites «-dessus, on a : 


Sachant que : 


(R r ) = n{Ê r ) = (R) + (RL ) 
(R) = n(E T )~ (RL). 


(RL) 

(D 


= K a x (R). 


(RL) 

(O 


= R,.«(£ r }-R A (RL). 


îopyrighted material 


On a : 
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{RL, 1 

La représentation de Scatchard (fig. 3.5) est celle de la fonction ' = f(RL ), 

\E) 

cette équation est celle d'une droite dont la pente est - K A et dont l'abscisse du point 
de concours avec Taxe horizontal est égal à n. 



?i 


Figurt 3,5 Représentation de Scatchard. 


Cette expérience démontre que certaines enzymes peuvent fixer plusieurs 
molécules de S T il s'agit d’enzymes oligomériques et b nombre de sites de fixation est 
généralement égal au, nombre de sous-unités. 

La même technique permet de démontrer la réversibilité du complexe et la 
spécificité de sa formation. 

Si l’équilibre étant atteint avec un ^-thiogalactoside radioactif, on ajoute un j3- 
thiogalactosidc non radioactif à forte concentration, on constate que la radioactivité 
diminue dans le compartiment contenant l'enzyme, ce qui indique un déplacement du 
j^thiogalactoside radioactif de sa combinaison avec f enzyme, donc ta réversibilité du 
complexe, 

Si on ajoute un glucoside ou un galactoside substitué sur b galâctosyle, on 
n 'observe aucun déplacement, la combinaison ES est donc spécifique. 
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F* Réversibilité de la réaction enzymatique 

La réversibilité des processus chimiques est applicable à lit réaction enzymatique, 
lés réactions enzymatiques sont donc réversibles. 

Dans les conditions physiologiques beaucoup de réactions enzymatiques sont 
réversibles (substrats et produits décelables à L'équilibre) certaines cependant sont 
pratiquement non réversibles (le substrat n'est pratiquement plus décelable). 

Cette quasi-irréversibilité peut avoir plusieurs origines : 

— barrière énergétique importante, c’est le cas d’une réaction fortement 
exergo nique ; 

— large excès de l’un des substrats , cas des réactions d’hydrolyse par exemple ; 

— modification de la structure du produit formé- Si le produit libéré est un 
acide, il se trouve plus ou moins dissocié et Fanion ne peut réagir directement. 

A ces exceptions près, h réaction enzymatique doit être représentée par un 
double équilibre : 


E + 5^ ESs P + £ 

*î *4 


G* Notion de centre actif 

La technique de dialyse à l’équilibre a permis de constater que le complexe 
ES ne se formait que pour un rapport EiS défini. D’autres observations et 
expériences mettent également en évidence une localisation de l’activité enzymatique 
à l’intérieur d’une molécule d'enzyme. 

L’activité catalytique d'une enzyme est donc limitée à une région définie, de 
structure spatiale précise, de sa structure tertiaire. On appelle cette zone centre ou 
site actif 

Dans le cas d'une enzyme oligomère un site actif se retrouve sur chaque unité 
monomérique équivalente. 

Lors du phénomène catalytique une seule molécule de substrat se trouve fixée 
par site actif, 

La « géométrie » du centre actif a une importance considérable par suite de la 
stéréospécifkité dm complexe ES, L’influence de nombreux facteurs vis-à-vis de 
l’activité enzymatique est ainsi liée à leur action sur la structure de la protéine. 

Le site ou centre actif de l'enzyme assure deux fonctions, la fixation et la 
transformation du ou des substrats. Pour certaines enzymes, on a pu démontrer que 
le centre actif était constitué d’un on plusieurs sites de fixation et d’un site catalytique, 
distincts, mais proches l'un de l’autre. 
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II, LA CATALYSE BIOCHIMIQUE 


A. Eléments de cinétique chimique 

]. VITESSE D'UNE RÉACTION 

La vitesse d’une réaction chimique et les facteurs dont elle dépend font l’objet 
de l'étude de la cinétique chimique. Â partir de l’équation de réaction ; 
ex A + fi B -+ yC + SZ>, la vitesse de la transformation peut être déterminée en 
suivant la disparition des réactifs ou l'apparition des produits en fonction du temps 
(fig 3-6), 



Figure 3.6 Vitesse d’une réaction chimique. 


On peut alors définir une vitesse moyenne v ; 


v 


i(.o 

Ar 


ou 


_ - A (A) 

v — 

A t 


et une vitesse instantanée au temps t qui n’est autre que la dérivée en fonction du 
temps de la concentration molaire de l’un des composés en présence, réactif ou 
produit 

d(C) - d<A) 


v f représente donc la valeur de la pente de la tangente à la courbe m temps t, 

— Pour les réactions homogènes la vitesse dépend essentielle ment de Sa 
concentration des réactifs. Elle est déduite de la loi de Van't Hoff selon laquelle : 

- = k(A)’(Bf (1) 

k est une constante de vitesse, fonction de la température ; a et h sont des nombres 
quelconques, mais déterminés sans ambiguïté, appelés ordres partiels expêrimemûux 
par rapport à A et B ; (s 4- b) est appelé ordre global expérimental de la réaction. 



rightec 
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Si la réaction considérée est une réaction élémentaire,, ne comportant qu'une 
seule étape sans intermédiaire, on constate alors que a = « et b = 0 , La relation (I) 
devient donc : 


v^k(A) a (Bf 

et l'ordre global de h réaction se confond alors avec sa molécularité (nombre total de 
molécules figurant au premier membre). 

Dans le cas contraire, il n ! y a pas identité des valeurs et c’est rétape la plus 
lente qui limite la cinétique de la réaction. Les valeurs a, b, (a + b) correspondent 
alors aux coefficients moléculaires et à la molécularité de cette étape lente. 

— Pour les réactions chimiques, en plus de l'influence de la concentration des 
réactifs , il faut signaler I 1 influence de la température. En effet la constante de vitesse k 
de réquation (1) dépend de la température par l’équation d’Arrhénius, 

k ™ R e ^ 

dans laquelle : K est une constante caractéristique de la réaction, R est la constante 
des gaz parfaits, E A est l'énergie d'activation de fa réaction et T la température 
absolue. 

La vitesse d une réaction chimique augmente donc toujours avec la température 
mais cette variation présente peu d 'intérêt pour, les réactions biochimiques se 
déroulant in vivo par suite de Fisotheraiie, 

2. ORDRE D UNE RÉACTION 

Dans une réaction faisant intervenir plusieurs composés, on détermine l’ordre 
partiel par rapport à un constituant A en maintenant constantes les concentrations 
des autres réactifs , par exemple en utilisant des concentrations en excès, 

La détermination de l’ordre se fait expérimentalement : 

• par rapport au temps : à partir d'une concentration initiale donnée de la 
substance A f on suit les variations de la vitesse en fonction du temps ; 

* par rapport à la concentration ; on détermine alors la vitesse initiale de la 
réaction pour différentes concentrations de la substance réagissante A. Le résultat 
obtenu est encore appelé ordre initial de la réaction. 

Il peut arriver que les valeurs trouvées selon ces deux modes de détermination 
ne coïncident pas ; c’est le signe d’un mécanisme réactionnel complexe, la réaction 
n’a pas d'ordre par rapport à À ; 

« on peut également étudier la variation de la vitesse en fonction de la 
concentration. 

L’étude de la variation de la concentration du constituant À en fonction du 
temps permet de déterminer à chaque instant la vitesse de disparition de ce 
constituant, 

La comparaison, à chaque instant, de la vitesse et de la concentration permet 
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d’en déduire Tordre partiel par rapport à A 

t, «-ILi l = 

df 

In v = lu k ■+ a in (A ) . 

On peut tracer la courbe représentant la variation de In v en fonction de 
In M) î la pente de la droite représente Tordre a. 

Si Ton n’obtient pas une droite, la réaction n T a pas d’ordre par rapport à A. Il 
s’agit alors d’une réaction complexe, 

— Réaction d'ordre zéro. Dans ce cas la vitesse est constante et indépendante 
de la concentration du réactif qui se transforme et par suite du temps : V ** k 0 > 
Ce résultat paraît en contradiction avec la loi énoncée ci-dessus, En fait, la 
vitesse mesurée est la vitesse de transformation d’un composé intermédiaire dont la 
concentration demeure constante pendant la durée des mesures. 

On rencontre des cinétiques d’ordre 0 dans certaines conditions en enzymolo- 
gie. 

— Réaction du premier ordre. Pour une réaction du premier ordre, par 
exemple du type A -*■ C + D (décomposition) ou A -► A ' (isomérisation), la vitesse 
est proportionnelle à la concentration du réactif qui se transforme : v =± &|(A)* 
Les réactions du premier ordre sont fréquentes en biochimie ; dénaturation des 
protéines, évolution des traceurs radioactifs, réactions d’hydrolyse du fait que la 
concentration de Peau n'est pratiquement pas modifiée au cours de la réaction. Dans 
ce dernier cas ordre et molécularité différent. 


B, La catalyse 

Pour qu’une réaction chimique thermodynamiquement possible se réalise avec 
une vitesse appréciable entre deux espèces moléculaires A et B, il est nécessaire que 
le nombre de chocs efficaces par unité de temps soit suffisant. Un choc efficace est 
une rencontre entre les molécules de A et B suivie de la transformation correspondant 
à la réaction chimique (*) A + B ~+ C ■+■ £?, Ce qui impose deux conditions : des 
collisions d’une part, une efficacité d’autre part. Les collisions résultent de l’agitation 
moléculaire et plus la température sera élevée, plus les chocs seront nombreux. 
L’efficacité nécessite pour chacune des molécules une orientation définie et une 
énergie minimum généralement supérieure à L'énergie moyenne de la « population 
moléculaire ». Cette énergie moyenne dépend des conditions de milieu, en particulier 
de la température, La figure 3. 7A représente schématiquement cette répartition de 
l’énergie à deux températures différentes 20 “C et 10D*C, 

Si lors d’une collision les molécules possèdent l’énergie suffisante, elles vont 
former une associa lion temporaire t le complexe activé ou complexe de transition. Il ne 


(■*) F ri il r amplifier, nous supposerons que dans l'équation les cwflkienls a> JL y 01 4 stmt égau* i ISmilé. Ce 
cas cse d'ailliMJis le plus fréquent en bkKihiffilc. 
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s'agit pas là d’un état réel, stable, défini mais seulement d'une transition entre deux 
états qui ne peut pas être traduite par une formule moléculaire selon les règles 
usuelles. Parmi ces complexes activés, certains ont une énergie supérieure au 
minimum nécessaire et peuvent évoluer dans deux directions : retour à l'état initial 
A + B ou passage à l'état final C + D. La réaction chimique peut se réaliser et $a 
vitesse dépend en particulier de la « concentration » eo complexe activé. 

En représentant par A * ou fi* une molécule qui, à un instant donné, possède 
une énergie supérieure au minimum, on peut écrire : 


A* + R* 


A + B 


A* B* 


collision 


AB 


— +. 

I 

rcairtkifi 


C + O 

tJ»QC elïirâcL - 


* A - 8 


choc inefficace 


L'évolution de Penthalpie libre en fonction de la réaction se traduit par la 
courbe représentée sur la figure 3.7Ü, La comparaison avec les courbes À montre que 
la réaction rfaura pas lieu à 20 *C alors qu'elle se déroulera à 100 X, car à cette 
température un certain nombre de molécules auront une énergie suffisante pour 
former un complexe activé franchissant Ja barrière énergétique ou barrière de 
potentiel qui sépare les réactifs, des produits de la réaction. 




Figure 3.7 L’éne rgie d'activation. 

A : répartition de l’énergie dans une population moléculaire m fonction de la tempe rature ; 
B : variations énergétiques an cours de la réaction chimique. 


Un catalyseur est un composé qui a haïsse V énergie d'activation nécessaire à h 
réaction. En sa présence, La concentration en complexe activé augmente et par suite 
la vitesse de la réaction s'accroît. L'abaissement de la barrière de potentiel est plus 
important pour les catalyseurs biochimiques que sont les enzymes que pour les 
catalyseurs chimiques (fig, 3,8}, 


vriontt 
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Fig, 3, S Cùtnpâ raison sfe l'effet catalytique «I 4c !’effet enzymatique. 

I ; énergie d’activation de la réaction non catalysée ; 2 ; énergie d’activation de la réaction catalysée par 
un catalyseur (Édmkpw ; 3 : énergie d’activation de h réaction catalysée par une enzyme. 


Ex. : L’énergie d’activation nécessaire h la décomposition de H 2 0 2 est de 
75 kJ/moI en l'absence de catalyseur, de 48,9 kJ/moi en présence de platine colloïdal 
et d’environ 8,4 kJ/niol en présence de catalase. 

A une température donnée , compatible avec la structure de l’enzyme, la vitesse 
de réaction sera plus élevée ci sa présence qu’en présence d’un catalyseur chimique-, 
ce qui est fondamental pour la matière vivante. 

Br. : L'hydrolyse de l'amidon par l'amylase salivaire est rapide à 40 *C alors 
qu’elle est très lente à cette température en présence d’ions H* qui catalysent 
fortement son hydrolyse à 100 *C, 

L’abaisscment de la barrière énergétique est dû à œ que l’enzyme offre à la 
réaction une voie différente de celle que doit emprunter la réaction non enzymatique 
équivalente et par conséquent un état de transition différent. De plus les réactions 
enzymatiques comportent généralement plusieurs étapes successives nécessitant 
chacune la formation d'un complexe activé. Les intermédiaires étant voisins quant à 
leurs structures chimiques, les barrières de potentiel sont peu élevées. La plus élevée 



A réaclton 

(El ■= E,). 


Figue JJ Cumpanrisoii des énergies d'ictivation. 
globale A ■+ B — ■ C + D. B : rêaefion pat étape A + B-t .4 t +■ B l 
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de la série, qui seule doit être considérée (étape la plus lente), est encore beaucoup 
plus basse que celle correspondant à la réaction globale (fig, 3 9). 

D'autres mécanismes ont pu être invoqués pour rendre compte de rabaissement 
de l’énergie d’activation ; fixés sur l’enzyme les (ou le) substrats bénéficient d'une 
orientation favorable, ce qui peut contribuer à diminuer l'énergie nécessaire à la 
transformation ; la fixation du substrat sur l’enzyme provoque un changement des 
orbitales moléculaires du substrat par la création de liaisons secondaires, ce qui peut 
expliquer une augmentation de sa réactivité. 


III. LA CINÉTIQUE ENZYMATIQUE 

À. Vitesse initiale d’une réaction enzymatique 

C’est une donnée expérimentale essentielle pour l’étude cinétique . 
Considérons une réaction enzymatique simple du type : 

SL p 

cas par exemple, de l’hydrolyse de F urée en présence d’u réasc, puisque Fcau 
toujours en large excès a une concentration pratiquement constante (55 moles/E 
environ) 


CÜCNÏI^ + 2 H P CNfUCO, 

5 E P 

Les conditions expérimentales étant fixées (pH, température, concentration), 
on réalise à partir du temps 0, correspondant au mélange de l’enzyme et du substrat, 
des prélèvements dans lesquels on dose l'ammoniac formé à des intervalles de temps 
définis. La courbe traduisant cette évolution est représentée ci-dessous (fig. 3, 10). 



ïDvriahted material ' 
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De cette courbe nous pouvons déduire la vitesse de la réaction à l'instant r 
lu — d(/*)/dr] qui n’est autre que le coefficient angulaire de la tangente au point 
d’abscisse t 

La courbe est d'abord rectiligne t la vitesse v est donc constante t mais ceci ne 
correspond à une réaction d'ordre zéro que si l’on opère en présence d'un large excès 
de substrat* 

Dans ces conditions, l'enzyme est saturée en substrat, toute augmentation de 
(S) ne modifié pas la vitesse* 

Fuis, au fur et à mesure que la réaction évolue, la vitesse décroît pour 
finalement s'annuler quand tout le substrat est consommé, ou quand il s'établit un 
équilibre 


S^P. 

La vitesse qui correspond à la partie rectiligne de la courbe et, à la limite, à sa 
tangente h Forigine est appelés vitesse initiale de la réaction (u-), et lorsque Ton parle 
de vitesse de réaction enzymatique, c'est toujours de la vitesse initiale dont U est 
question (sauf spécification contraire), 

La détermination de la vitesse initiale de la réaction correspond au début de 
celle-ci, quand peu de substrat est transformé (moins de 5 à 10%), 


B, Variations ie la vitesse initiale 

1. EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN ENZYME 

Si nous répétons la même expérience pour différentes concentrations en 
enzyme, (E), 2(E), 4{£T), les résultats expérimentaux peuvent être traduits par les 
deux graphes ci-dessous (jfjg, 3*11), 

La vitesse initiale est alors directement proportionnelle à U concentration de 
l’enzyme, elle traduit donc l’activité dune préparation de l'enzyme. La réaction 
est du premier ordre par rapport a l'enzyme tout au moins tant que (S) f * > (E) 
pour que toute l'enzyme soit en permanence sous la forme du complexe (ES). 





Figure 3,1! Variations ée u r en fonction de b tüncenl ration en enzyme. 
* H.S> q eût la roncEDliatian en subirai au Lemps 0. 
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2, EN. FONCTION DE LA CONCENTRATION EN SUBSTRAT 

On ajoute à des concentrations initiales variables en substrat (S) Q la même 
dose d enzymes. Pour chacune des expériences, on détermine la vitesse initiale à 
partir des courbes [P] = /{i} (fig. 3.12), 



Flgurt 3.12 GMirlMâ [P] = /(r ) pour diffiêreûtÈS cüneentralions injustes dp sutslrit. 

La variation de la vitesse initiale en fonction de (£) 0 (que Ton représentera 
par (S) dans un but de simplification*) est représentée par une branche d'hyperbole 
avec une asymptote pour v = (fig. 3.13). 



figuré 3.13 Variation de r, en fonction de la oirtcentrâLiûrt Je subswah 

" Sauf ^ificaiiftunniiaiK la cmlccu im k>m de wbglfW r« présentée pai (Si signifie [(inouïs « «oncenitMiOft 
cle üubsiiat au temps Ü » r rcpré&cnLfe par {S) n . 
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Ce graphique traduit un phénomène de saturation de Fenzyme, aux fortes 
concentrations de substrat, la vitesse est maximum en rapport avec la formation d’un 
complexe enzyme-substrat ; la réaction est d’ordre zéro par rapport au substrat. 

Aux très faibles concentrations de substrat, Ja branche de courbe peut être 
confondue avec une droite* la vitesse est proportionnelle à la concentration de 
substrat, la réaction est d’ordre 1 par rapport au substrat* 


C. Etude cinétique de ta réaction enzymatique : 

Equation de Michaelis 

— L'étude mathématique de la cinétique enzymatique découle du schéma 
réactionnel de Henri, Michadis et Menton scion lequel F activité catalytique est 
fiée à la formation d’un complexe enzyme -substrat spécifique et transitoire. 

Dans le cas le plus simple, on suppose que la réaction ne met en jeu, à la fois, 
qu’une seule molécule de substrat par molécule d’enzyme pour former un seul 
complexe au niveau d’un centre actif et que la réaction se déroule en une seule étape, 
sans produits intermédiaires. Comme seule la vitesse initiale est prise en considéra- 
tion* la concentration molaire de P est très faible et la réaction correspondant à 
k 4 peut être négligée en première approximation, d’où : 


E + 5^ Esi P + E 
* 2 


1. L’ÉQUATION DES VITESSES ET LA CONSTANTE DE MICHAELIS 


La vitesse initiale de formation du produit est 




= Hes) = 


d (P) 
é( 


Dans les conditions initiales, si l’on applique F approximation de l'état stationnaire, 
on a : = 0» la formation du complexe ES cpmpense à chaque instant sa 

décomposition en E 4- P et sa dissociation en E + S . 

La figure 3,14 montre comment évoluent en fonction du temps r la concentra- 
tion du produit P, du substrat S, du complexe enzyme-substrat ES et celle de 
l’enzyme libre E ; 

*iÊf>^k l (E}(S)-k 2 (ES)-k i {ES) = 0. (1) 
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— m 

iP) 

■ — {ES) 

“ — IE ) 



Figure 3.14 Courte d'évolution te eopoefltrâfiOfiiS du substrat, du produit, du comptât ES et do 
l’enzrmc libre en fonction du temps. 

L'état prt-siûtionnaire est généralement tris rapide, donc peu visible. 

L'êtat ftaiionnaire masque la durée des conditiot» initiales.. 

L’étal post-slaiionimiie marque l'atteinte de l'équilibre ou la complétude de la réaction, 


La concentration molaire en enzyme totale est î 


(1) devient 


(Et) - (E) + (ES) 


soit 


k t {(E T ) - (ES>](5) - (* 3 + fe,)(£S) = 0 

k,\(Er)- (ES)\(S)= <* 2 4 * 3 )(£S) 

(* 2 + £, } 

[(£ T )-(E5)]<S) = -l-i_^-'(ES). 

K 1 


*2 + *3 


= K 


Af’ 


yriqhted mater! al 


On pose 


k 


K m constante de Mlchadis 
[(£,)- (ES)](S) = #£*(£5) 
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(E r )(S) = (E$)\K M + (S) I 


(ES) = (E r ) 


(S) 


k m + (S) 


sachant que v i ~ k^ES), cm pose = fc 3 (E r ) ce qui signifie que la vitesse 
maximum correspond à la vitesse initiale lorsque 8 'enzyme est * saturée ». 

On a la relation de Michaelis-Menten ; 



( 2 ) 


qui peut s'écrire encore 


Vi 


kjiEr) 


(S) 

K u + (S) 


Km constante de Michaelis et V M vitesse maximum représentent les deux constantes 
cinétiques de la réaction enzymatique. 

L'équation de vitesse (2) est de la forme v = représentée par une 

branche d'hyperbole équilatère 


si (5) -k», v —t V f 
si(5)-0, i?^0. 


M 


Faisons dans l'équation (2) v t = — T nous trouvons alors K M = (S)* 

La constante de Michaelis correspond donc à la concentration du substrat pour 
laquelle la vitesse atteint la moitié de la vitesse maximum. 

On l'exprime en moles par litre de milieu réactionnel 


2 . INTERPRÉTATION DE V M ET K M 

* Y M correspond à la vitesse initiale maximum, quand l’enzyme est mise en 
présence d'un large excès de substrat. Pour des conditions physico-chimiques 
déterminées (température, pH, nature du substrat, composition du milieu, etc,), 
V M représente l’activité de l’enzyme (on dit aussi de la préparation enzymatique, si 
cette dernière n’est pas pure). Les mesures d'activité permettent de doser l'enzyme*, 
elles sont fondées sur ta proportionnalité qui existe entre V M et (E r ) : V M - k^Ej) 
(fig. 3.11), Les résultats sont exprimés en unités enzymatiques : 

— l’unité internationale représente la quantité d'enzyme qui catalyse la 
transformation d’une micromole de substrat par minute ; 

— le KàTAL unité du Si**, représente la quantité d’enzyme qui catalyse 
la transformation d’une mole de substrat par seconde ; ■ 

* On parle alors de cnnccnlraLion cacj.lv: iq uc- d'enzyme. 

“ Si : Kysttmc international. d'unités. 
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— les unités empiriques étaient définies à partir du protocole expérimental qui 
permettait la mesure de Inactivité. Elles ne sont plus utilisées, car elles étaient 
difficilement convertibles. 

Exemple i L’tine des unités empiriques d* uréase est définie comme la quantité 
{fenzyme qui produit, à partir de Purée, 1 mg d'ammoniac en 5 min à pH 7 et â 
3d T. 

Si la mesure de V # est effectuée avec une enzyme pure de concentration 
molaire connue , il est possible de déterminer fc 3 = w égale ment appelée 

(Ej) 

k iaÂ (constante catalytique} ou activité molaire spécifique. 

Cette grandeur exprime le nombre de moles de substrat transformé par minute 
et par mole d'enzyme. Mais c'est également une constante de vitesse que l'on peut 
exprimer en min" 1 ou s" Si l’on opère sir une préparation enzymatique impure, on 
ne connaît pas la concentration d’enzyme {E r ), on mesure une vitesse maximum et 
Ton exprime J’ activité spécifique qui est I "activité rapportée à une unité de 
préparation enzymatique qui peut être le mg, le mg de protéines ou le cm 3 si 
l'échantillon est liquide* ^activité spécifique augmente au fur et à mesure que Ton 
purifie l'extrait. 

kl + ky 


m K m : on sait que K jV ~ 


„ on ignore généralement les valeurs des 


constantes de vitesse k 2 et k v 

Pour h plupart des enzymes, £ 3 et k 2 sont grands par rapport à ky que Ton peut 


négliger, soit 

*i 


E + S^ES 




(£) {S) 

(ES) 


Dans le cas où Jfcj est négligeable, K w peut eue assimilé à la constante de 
dissociation du complexe enzyme-substrat et son inverse à la constante d’affinité : 

Km *■ K d - “ ■- 

L’affinité de l’enzyme pour le substrat est d'autant plus grande que la constante 
de Michaelis K M est faible. 


3. DÉTERMINATION DE K M ET V M 

Expérimentalement on détermine, dans des conditions précises, la vitesse 
initiale de la réaction enzymatique pour différentes concentrations en substrat, Le 
mode de représentation utilisé figure 3.13 (v ( = /[($)]) est délicat et nécessite un 
grand nombre de points. De plus dans certaines expériences la concentration de 
substrat qui permettrait la mesure de V M est impossible à obtenir, sa solubilité étant 

trop faible. 



LA CATALYSE BIOCHIMIQUE : LES ENZYMES 4® 


Aussi lui préfère-t-on d’autres modes* en particulier celui de Linevreaver-Burk 
en coordonnées inverses (fig, 3,15)» 



Figure J. 15 Détermina Itou de K M et V^, Représentation graphique de Ljneweavej. 


En effet l'équation de Michaclis ; 


u 



w 

K m 4- (S) 


devient alors : 


1- 1 
0 V„ 



5« i j_ 

V„ * (S) + V* 


qui sera représentée par une droite puisque, si nous posons : 


x = — — et y = — 

(S) r k 


r équation devient : 


% 1 
y = X + — 

V M V M 


Les valeurs caractéristiques correspondent aux interjections avec l’axe des abscisses : 



et avec l’axe des ordonnées : 


1 
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Cette représentation linéaire * plus précise, nécessite moins de valeurs expéri- 
mentales. 

D’autres représentations sont utilisables : représentation d’Eudie O, en 
fonction dé iq /(£)), représentation de Dixon ( | S | / ^ r en fonction de |5]) n etc, 

4, CAS DES RÉACTIONS PLUS COMPLEXES 

Au début de cette étude cinétique formelle* nous avons* pour simplifier» supposé 
certaines conditions réalisées : substrat unique, complexe unique et centre actif 
unique par molécule d'enzyme, absence de réversibilité dans la phase initiale. En 
réalité, les réactions sont plus complexes. 

Les mécanismes les plus fréquemment rencontrés font intervenir deux substrats 
et deux produits : 

A + B P i- ik sont appelés bibi . 

U existe cependant d’antres mécanismes s par exemple ■ 

— mécanisme terter (3 substrats et 3 produits) c’est le cas de la glutamate 
déshydrogénase ; 

glutamate + NAD t + H 2 0 ss* or-cétoglutarate + MADH* H 4 + NH 3 

— mécanisme teriii (3 substrats et 2 produits) c’est le cas de k glycéraldéhyde- 
3-phosphate déshydrogénase ■ 

3 phosphoglycéraldébyde + NAD 11 + P ; -* 1-3 diphosphoglycératc + NADH* H + . 

Noms o "envisagerons que les cinétiques de type bibi. 

On peut distinguer le cas des réactions au cours desquelles il y a formation d’un 
complexe ternaire £„4 j 9 de celles où il ne s’en forme pas. 

m Réactions impliquant la formation d'un complexe ternaire, 

On distingue : 

— le mécanisme bibi aléatoire dans lequel chacun des deux substrats est 
susceptible de s’associer â l’enzyme dans n’importe quel ordre : 

# % 

E f lEAB^E*P + Q 

% & 
v eb m 

Le chemin réactionnel par lequel procède Femzyme peut être mis en évidence 
par 1a représentation de Cleknd : 


A B P Q 



Tiahtec 


arial 
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La combinaison peut être dépendante si la fixation de l’un des substrats modifie 
l f affinité de Tenzyme pour l'autre ; elle est indépendante si t’associai ion de l’un des 
substrats ne modifie pas l'affinité de l’enzyme pour l’autre, 

— le mécan^Ene bibl ordonné où l’un des substrats doit préalablement 
s'associer à l’enzyme pour que la fixation du second soit possible. 

Représentation de CMand ; 


A B r Q 



# Réactions impliquant ta formation d’un complexe binaire : 

— le mécanisme bibi ping-pong : 

La séquence des réactions est :: 

E + A EA ^ E 4 - P 
E + B^EB ^E + Q 

ce type de mécanisme sera décrit à propos de l’étude des transamioases. 

Le chemin réactionnel est représenté selon Cleland de 3a manière suivante : 


a ru 0 



— le mécanisme de ThcorcU-thancc : 

Le. second substrat ne forme pas de complexe avec l’enzyme : 

E 4 - A ^ EA 
EA + BïiE + P + Q. 

Représentation de Cleland : 



Pour chacun de ces mécanismes, il est possible d’établir une équation de vitesse 
exprimant les variations de la t>- en fonction des concentrations des deux substrats. 

On est donc en droit de se demander quel est F intérêt d’établir une équation 
comme celle de Michaelis, valable pour un mécanisme élémentaire et peu fréquent 
(mécanisme que l’on pourrait qualifier d'uni- uni), alors que La majorité des mé- 
canismes enzymatiques est de type bibi, cl que d'autres mécanismes coexistent. 

Cette loi, simple, représente une excellente approximation lorsque l’on fait 
varier la concentration de l’un des deux substrats et que Ton maintient J’ autre 
constante, 

A titre d’exemple, nous établirons l’équation de vitesse pour le mécanisme bibi 
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aléatoire, â combinaisons dépendantes, puis montrerons comment on peut, sous 
certaines conditions, lui donner la forme de l'équation de Micb&eüs, 

On peut schématiser ce mécanisme t par les équations suivantes : 



£ + p + Q 


A chacun des équilibres correspond une constante d'équilibre 


E + Â EA 

E + B&EB 
EB + A ^ EAB 
EA + 8^ EAB 


K* = 


K? = 


K } 


K ? 


(E)(A) 

(EA) 

mm 

(EB) 
(EB)(A) 

(EAB) 

(EA){B) 

(EAB) 


Remarque; les combinaisons étant dépendantes K* ^ K* et Kf # K? 
L'étape : EAB — * E + P + Q nous permet d'écrire : 


donc 


v = k^(EAB) et V u = k at (E T ) 
v (EAB) 


M 


(Et) 


L'équation de conservation de l’enzyme est : 

(£ r ) = (E)+{EA) + (EB}+ (EAB), 
(EA) = K! < £~1 (EB) = K{ . 

yA is3 y B g A 

w=jxm* [EAB) =wAw) {EAB) - 

Remarque : La dernière égalité permet d'écrire : 

y A y B _ t'S y A 
A] + A 2 —Al* a 2 ■ 


Le système est donc défini par la valeur de trois des quatre constantes. 


TiqhïÉ 


erial 
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L'équation de vitesse peut s’écrire : 



v 


<£ r ) 


(EAB) 

Kf{EAB) K}(EAB) ~ Kf Kf(EAB) 

"W + (A) + (A). (B)" 

1 


+ {EAB) 


y» K ! t Kf Kf , Kf 

(B) + <Â) + (A). <B) + 1 



Etude de F équation g ■ f{ A) en supposa ut la concentration de B constante ; 

Multiplions numérateur et dénominateur du second membre de l’égalité (1) par 
(A). (B) 

Kf + (B) 

(A ) ■ (B) 

v _ Kf-t-(B) __ 

V " Kf {A ) . (B) | Kf <B). (g) | K? -K? (>1). (B) t (-4). (B) 

(B ) Kf + (B) (A ) ' Kf + (B ) (A) . (B) Kf +. (B) Kf + (B) 

(A).{B) 

v _ Kf + (fl) 

K« Kf TJÂT^W. (BP Ki 4 • K? + (A ) . (B) 

A?+(fl) A'f + (B) Kf + (B) Kf* (B) 

(A). (B) 

!> _ Atf+tB) 

v m Kf + (B) Kf.(B) + K?.Kf 

J dj ] -|- 

Kf + (B) Kf+(B ) 

(A). (B) 

t- _ Kf + (B) 

V u Kf(B) * Kf . Kf 

( A )+-^—- a — ; — ; 



(2) 
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Cette équation est de forme mïdiaélîenne, il suffit de poser : 


y» = y* 7s 


(s) 


Kf+ (B) 


« «fl 


K* (B) + Kf . K? 

k[T(b ) 


et l’équation (2) devient 


M ) + Kf, 


En concentration saturante de substrat B, l’expression V' u - V u — ! — — se 

h K?+(B) 

simplifie puisque ( Z? ) a> Kf donc V* = V* 

L’activité de J’enzyme représente donc la vitesse initiale lorsque les deux 
substrats sont en large excès (en concentration saturante). 

représente la constante de Michaelis pour le substrat A. H existe une autre 
constante tf jj pour le substrat 

Sachant que K* \ Kf - Kf * Kf , on peut écrire : 

kA _ Kim 4 . K ? . Kl _ K{{B) +■ K { . Kl _ ^ [Kf + (B)] 

* Kf+(B) Kf +■ (fl) 1 Kf+ (B)' 

En présence d’un excès de substrat B, on a et (B)>Kf donc 

Km - K*, on démontrerait de même que AT J s* Kf. 


D. Influence de li température sur les réactions enzymatiques 


Expérimentalement, la détermination de la vitesse d’une réaction enzymatique 
à différentes températures conduit à une courbe complexe (fig. 3.16), qui représente 
la résultante de deux phénomènes différents : 



riqht 


i ii 


>ri 


Figure 3.16 Influence de la lempéraniFe sur l ^livitd enzymatique. 
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— d’une part, une action de la température sur la cinétique chimique de la 
réaction enzymatique ; 

— d’autre part, une action dénaturante de la température sur la fraction 
protéique de l’enzyme, ce qui entraîne son inactivation. 


1. INFLUENCE SUR LA CINÉTIQUE ENZYMATIQUE 


La réaction enzymatique considérée dans son ensemble S X P est ; comme 
toute réaction chimique, accélérée par une élévation de température ; sa constante 
de vitesse k suit la Loi d’Ârrhénius, de même que les constantes Jfc,, 
k } , k A . D'après ce qui précède, une variation de la température entraîne donc une 
modification des valeurs de K M et 

Dans la pratique, le domaine de température exploré va de 0 °C (273 K) â 
60 e C (333 K) environ et, dans cet intervalle, la constante de vitesse jfc est multipliée 
par un facteur variant de 1,5 à 3 suivant les réactions, chaque fois que la température 
s’accroît de 10 (lot du Q m *). 

Ce résultat est représenté par la courbe I de la Figure. 3.16. 

La loi tfÂrrhénius s'écrit : 

_£* 

k = kq e ^ 

k représente La constante de vitesse 
A 0 est une constante 
E A L’énergie d’activation de la réaction 
R la constante des gaz parfaits 
T la température en kelvins, 

La courbe 1 de la figure 3,16 est la représentation de la fonction : 

£, 

i? = t 0 e KT ( Ef )- — ^ ^ si f£. r ) et (S} M sont constantes. 

K M + (o) 

Cest l’expression de la relation de Michaelis dans laquelle La constante de 
vitesse k 3 est remplacé par sa valeur donnée par la loi d’Anhénîus» 

En concentration * saturante » de substrat, on a : 

Vh — RT (£ r ) , 

La mesure de à des températures différentes, avec une concentration 
constante d’enzyme» permet la détermination expérimentale de l'énergie d'activation 
de la réaction. 

* La lot du£ lc Ml mm; loi empirique qui stipule qtw la vinsse d’une ration chimique «[ uppruninulivement 
doublée Poirsq ue h tempfrfluirt ad^menie de 10 V. 
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D'après la relation : V M = k$t RT (E T ) on peut écrire : 


soit 


In V v = In fr 0 + In (E T ) - ^ 

F. 

In V M = Cte - 


RT 


ha fonction In V M - /| y j est représentée (fig. 3,17) par une droite de pente 


R 


Figure 347 Courbe In V M * / ^ i J 



T 


il suffit donc de déterminer graphique ment la pente de cette droite pour en 
déduire l'énergie d'activation E A , 


2. INFLUENCE SUR LA DÉNATURATION PROTÉIQUE 

L'élévation de là température, qui accroît F agitation moléculaire, provoque 
une dénaturation des protéines qui, dans le cas des enzymes* entraîne une 
inactivation le plus souvent irréversible. Cette modification de la structure chimique 
de la protéine enzymatique obéit à la loi d'Arrhénius également, mais il faut signaler 
quelques particularités (courbe 2 de la fig. 3.16). 

« La vitesse d'inactivation est pratiquement nulle jusqu'à une certaine tempéra’ 
ïure dite critique (55 *C à 60 “C en général), puis s’accroît très rapidement ensuite, ce 
qui signifie que l'énergie d'activation de la réaction de dénaturation est importante, 

■ La vitesse d f inactivation à une température donnée varie selon les conditions 
du milieu (composition du milieu, pH„ force ionique), selon l'enzyme (ce qui permet 
parfois un isolement) et selon son état libre ou combiné. L’enzyme combinée au 
subst rat est plus résistante ; or d’après ce que nous connaissons de la dénaturation * 
ceci doit laisser supposer que Je substrat est combiné au niveau diu centre actif à des 
résidus d’amiitü-addes éloignés les uns des autres dans la séquence primaire 
stabilisant ainsi les structures secondaire et tertiaire. 
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Ce phénomène est complètement indépendant de l'influence de la température 
sur la c i métique enzy matiq tic et la notion d’ « optimum » de température est dépendante 
des conditions expérimentales. En particulier il ne faut pas- perdre de vue lors de 
la détermination de la vitesse maximum V M que, selon la température et le temps 
de contact entre Fenzyme et le substrat* on peut obtenir des valeurs différentes ; 
certaines mesures étant faussées par suite d’une dénaturation plus ou moins rapide 
au cours de T expérience. 

La technique d'étude de la dénaturation thermique, sans Fmterférence de la loi 
d'Arrhénius, consiste à chauffer la solution d'enzyme un temps donné (et constant) à 
différentes températures, puis ramener cette solution à une température standard 
(30 B C par exemple) et mesurer l'activité résiduelle de la solution ainsi traitée. 

La dénaturation est une réaction d’ordre ! , aussi peut-on écrire 


d(£) 

dr 


= -*(£) 


équation dans laquelle (£) représente la concentation d’enzyme encore active et k la 
constante de vitesse de la réaction de dénaturation ; 


d (_E) 
(E) 


- — k df 


! 


d (E) 
(E) 


= - k 


U 


In (E) = - kt + Cte si t = 0 In [E) = In (E). 


u 


soit 



La représentation graphique de la fonction 

In (E) = f(t) 

est une droite ( fig. 3.18), il en est de même de la fonction In V M = f (/)_ de pente - L 



llgBTç 3.1* Ctwibcs In (E) *■ f{i) pour 3 températures différentes. 
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La constante k varie avec la température* puisque la réaction de dénaturation 
suit aussi la loi d’Arrhémus. 


Ë. Influence du pH sur les réactions enzymatiques 


L’activité de chaque enzyme dépend de la concentration en ions H + du milieu 
(fig. 3.19). Il existe dans tous les cas un pH optimum pour lequel l'activité est 
maximum et, de part et d autre de cette valeur, une zone plus ou moins large où 
l 'activité enzymatique est réduite par suite d’une inactivation. Le pH optimum peut 
Être soit très acide (pepsine : entre 1,5 et 2,5), soit très basique (trypsine : entre ë et 
10, arginase vers 10), soit plus généralement voisin de la neutralité (compris entre 6 
et 8). 




Figure 3.19 L'influence du pH sur l'activité enzymatique. 


Cet effet du pH est lté à Tétât d’ionisation d’an certain nombre de groupements 
dissociables participant à la formation et à Factïvité du complexe enzyme-substrat. 
Les phénomènes de dissociation peuvent intervenir aussi bien pour le substrat que 
pour les chaînes latérale! de la protéine enzymatique et I peut en résulter des 
modifications de conformation de la protéine, d’association avec le substrat et parfois 
une influence sur le phénomène catalytique. L'analyse de l'influence du pH sur la 
conformation et sur les paramètres de la réaction enzymatique K m et V M peut 
apporter des précisions sur le mode d’association E-S et sur le mécanisme de la 
réaction catalytique. 

Il en résuite que le pH optimum n’est pas une caractéristique définie et 
constante pour une enzyme, mais qu'il varie selon : l’origine tissulaire de l’enzyme, le 
substrat, les substances associées. Le pH optimum précise seulement La zone où 
l’enzyme agit le plus activement. Comme il est nécessaire d’opérer dans cette zone 
lors d'une détermination de T activité enzymatique, on doit limiter les variations 
de pii par l'emploi d’un système tampon convenable. 


TiqhtE 
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Les variations de pH peuvent modifier la conformation des protéines de deux 
façons : 

— aux pH extrêmes, les enzymes peuvent être dénaturées irréversiblement ; 

— im voisinage du pH 01 de faibles modifications de pH induisent des change- 
ments de conformation réversible s . 

Pour faire la distinction expérimentalement, on expose l’enzyme pendant une 
durée constante à différents pH, puis on mesure son activité résiduelle au pH 
optimum de l'enzyme. 

Afin d’étudier l’effet du pH sur les paramètres cinétiques de l’enzyme, posons 
comme postulat qu’au moins deux groupements ionisât les présentant des pK 
différents, sont impliqués pour maintenir une conformation active à l'enzyme, et que 
La protonation Ou la déprotünâtiün d’un seul groupe suffit à induire une transition qui 
s’accompagne de la perte d 'activité . La forme de l’enzyme est celle où l’un des 
groupements est protoné et non l’autre (fig, 3.20). 



Cvnfvmwlivn üfHiinak 
■dû siic accit de l'c Rzyme 


Figure 3.20 Rt prcscntatitiTi schc matic|uc; «Jch changement» de «HifannatLcii du site actif d'une enzy m e 

su us L'effcl du pH. 


En admettant que EHS 1 est la forme active du complexe enzyme -substrat, et 
que les réactions d’ionisation sont rapides par rapport à la réaction enzymatique, on 
peut écrire le schéma suivant : 


Eli. 

t 


EH -S* 


H + 

NJ 




V 




\ 

H r 


EH* 


F.BÎà' 


LH* * P 


i r 
Kl NJ 


tr 


V, 


\ 


\ 


x: 


H - 


ES" 
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Les constantes d'acidité des différentes formes s’écrivent : 


(EH* )(H + ) 

^ _ (EHS 1 )(H* ) 

(EHÎ ) 

' (EH, S») 

(E" )(H 4 ) 

r _ (ES- )(H + ) 

(EH 1 ) 

(EHS 1 ) 


La constante de Mkhaelis est : 

_ ij + * 3 _ (EH' )(S) 

Ali — , — ' • » 

*1 (EHS* ) 


L'équation de conservation de l'enzyme est : 

{E t ) = (E- ) + (EH* ) + (EH a + ) + (ES” ) + (EHS* ) + (EH^* ) . 

Sachant que : y = ^(ËHS* ) et V M - jfc 3 (£ r ), on peut écrire, 

y (EHS 1 ) __ (EHS 1 ) 

V,, “ (Et) “ (B" ) + (EH* ) + (EHJ ) + (ES" ) + (EHS 1 ) + (EH 2 S 4 ) 


(EH*) 


Km (EHS 1 1 

(S) 


(E-> = 


(EH* )(A,} 
(H*) 


(ehs*> 

(H") ' (S) 


(EH* ). (H + ) k m* (H + ) (EHS 1 ) 
Ei A'. (S) 


(ES" ) = 
(EH^S* ) 


(EHS* ) Aj 

~H 4 ) 

(EHS 1 ){H + ) 
" K\ 


p 

V~M 


{EH$* ) 


K 2 (EHS" ) + K M (EHS* ) K„ (H* ) (EHS 4 ) . 


{H*} CS) 


(S) 


*] 


+ 


m (H f ) 


(EHS 1 ) + (EHS 1 ) + ^ (EHS* J 

Aj 



i 

K* , *i (H*) 
(S) + (H + ) + JTi 


+ 1 + 




(H + ) 


+ 


(H + ) ' 

«î 
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En inuJïipliaûi numérateur et dénominateur de cette expression par 

— -£— ! — , ce rapport devient : 

K z t (H* ) 





vrm 

S + /# ' 
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Interprétation 

• L’expression de V M apparent, 





I + 


IC, 


(H + ) 


+ 


(H<) 

*i 



montre que cette grandeur dépend de V ^ activité au pH optimum de Penzyme, et 
varie avec ta concentration en ions H + , donc varie avec le pï-L 

Afin de visualiser les variations de VJ 1 * en fonction du pH, représentons 


vm 

graphiquement la fonction -- — 


= /(pH) pour des valeurs choisies à titre d’exem- 


ple de K\ = 10' 4 <pK P t = 4) et K' 2 = 10 B (pK’ 2 = g). 
En remplaçant dans {1} on obtient ^ 



l 1 r-*™ ' «- 

0 S pH„ 10 


Figurr 3.21 Courte de variation de en fonction du pH. 


vr 

La courbe représentant b variation de -r^- en fonction du pH est tout h fait 

V M 

semblable à la majorité des courbes expérimentales (fig. 3,21) ce qui prouve que îa 
modélisation proposée est bonne, en tenant compte des approximations faites. 
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L’exbtence d’un pH 0 est liée â la présence de deux groupements d 'atomes 
ïonisables dans le site actif ; la courbe Ig F,ÎP = /(pH) (fig. 3,22) montre comment 
on peut déterminer expé rimentableme nt les pK de ces deux groupements. 



Figure 3.22 Courbe de variation de Ig en fonction du pH La valeur des, pK est donnée par 

l'abïdsse des points d’intersection des trois tangentes. 


« IQp 1 dépend aussi du pH, comme le démontre la relation (2) 


« 


*Æ + 

A 3 


Ki 

(H + ) 

K\ 

(H + ) 



ce qui indique que l'affinité de l'enzyme pour le substrat est fonction du pH, sauf 
dans le cas où = /fj et K 2 = K% \ o n a alors Kjjp = 


F» Influence des km$ minéraux 

La plupart des enzymes sont sensibles à la présence de certains ions, mais ceci 
n’est souvent qu’un cas particulier de la notion « d’effecteur de l’activité enzymati- 
que ». 

Quelques enzymes sont activées par des unions (Cl" ) mais T effet est 
généralement faible. 

Les cations monovalents et divalents agissent sur Pactivité enzymatique de 
nombreuses enzymes généralement en l'augmentant. 

JBr* ’ Pour les kinases Mg 2 * et K* , pour la ^gabclosidase Mg 2 * et 
Na + , pour la phosphatase alcaline Zn : * , 


3V riante 
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Les cations lourds (Mg“" , Pb 2+ , etc ) dénaturant et précipitant les protéines 
détruisent l'activité enzymatique. 

Selon les cas lion participe au phénomène catalytique en se combinant an 
substrat ou au complexe enzyme- substrat, on rappelle alors coenzyme métallique ; 
souvent il stabilise la structure de la protéine enzymatique. 


IV. LES EFFECTEURS DE L’ACTIVITÉ ENZYMATIQUE 


— Les effecteurs sont des substances chimiques qui modifient l'activité 
enzymatique, Ils sont répartis en deux groupes : les inhibiteurs qui diminuent celte 
activité et les activateurs qui l 1 augmentent. Si la plupart des effecteurs peuvent être 
répartis dans Lune ou l’autre de ces catégories, certains d’entre eux (cations en 
particulier) peuvent se comporter comme inhibiteurs ou activateurs selon les 
conditions de Fessai 

— L'action d'un effecteur peut être primaire, il se combine alors soit avec 
l’enzyme (sur la fraction protéique, au niveau du, site actif en réagissant avec un 
groupement actif ou à un autre niveau en modifiant la structure de la protéine) soit 
avec le ooenzyme, soit avec le substrat, soit enfin avec le complexe enzyme-substrat. 
Dans quelques cas V action est secondaire ; l'effecteur modifie T activité en réagissant 
avec un activateur ou un inhibiteur présent dans le milieu. 

Ex* : Les complexants, comme l’EDTA appartiennent â cette catégorie, ils 
chélatent des cations activateurs ou inhibiteurs (Üa 2 + , Cu 2lr , Mg 1+ , etc,). 

— Le fluorure de sodium, en présence de phosphate, est un inhibiteur des 
enzymes activées par Mg 2 * qu'il complexe sous forme de fluorophosphate de 
magnésium, 

— Le mercaptoéthanol, la cystéine, le glutathion protègent les enzymes à 
groupements SH vis-à-vis d Inhibiteurs comme l’acide mono-iodacétique. 

— L'effet peut être réversible. Indépendant du temps, iJ se manifeste dès que 
L’effecteur est ajouté et disparaît dès qu’il est éliminé. Ce mode d’action est étudié de 
façon analogue â la réaction enzymatique simple avec formation d'un complexe. Au 
contraire, V effet peut être irréversible, s'accroître avec le temps de contact entre 
l’enzyme cl l’effecteur et persister plus ou moins longtemps après ('Élimination de ce 
dernier. Én particulier on appelle inhibition une diminution d'activité réversible et 
inactivation une diminution d'activité irréversible. 

— L’étude des effecteurs enzymatiques et de leur mode d'action est un 
problème complexe mais important , car il permet : d’interpréter leur rôle physiologi- 
que, d’étudier les mécanismes enzymatiques et d’éviter bien des erreurs dans les 
techniques enzymologiques. 

Dans le cas le plus fréquent, celui d’une combinaison entre l'enzyme et 
l'effecteur, cette combinaison peut être indépendante du substrat ou pas. 
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À. L’inhibition 


L L'INHIBITEUR SE COMBINE AVEC L’ENZYME INDÉPENDAMMENT DU 
SUBSTRAT : INHIBITION NON COMPÉTITIVE 

JI existe dans ce cas des sites indépendants pour le substrat S et pour 
l’inhibiteur T L’enzyme totale £ r peut alors se présenter sous quatre formes : libre E 
et combinée ES, El et ESI: 

E T = E + ES + El + ESI . 

La fixation de l'inhibiteur, indépendante du substrat» ne modifie pas l’affinité 
de l’enzyme pour ce dernier, la K M de la réaction S 4 £** ES-* P + E ne varie 
donc pas. 

Au cours du phénomène, il n’y a pas de compétition entre l'inhibiteur et le 
substrat pour se fixer sur l'enzyme : cette inhibition est non compétitive (fig- 3.23), 




Figure 3*13 Inhibition non compétitive. 

A. Représentation de Mittiaelis : Vffi* diminue quand (I) augmente, A v est inchangée, 

B, Représentation en coordonnées inverses. 
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Equation de vitesse 

Le schéma réactionnel de l'inhibition non compétitive est : 


e + s^es\e + p 


E + I&E1 
ES + 1 î± ESI 
£1 + S a ESI 


K» 

K, 

K, 

** 


(PM 

(ES) 

(£){/) 

(El) 

(esw ) 

(ES/) 
(El )(S) 

(ESI) 


L'équation de conservation de l’enzyme s'écrit : 

( E T )(= (E)+(Et)+(E$I) + (ES) 


( 1 ) 

( 2 ) 

(3) 

(4) 


sachant que : u = k 2 (ES) et V iW - (E T ) 


(E) = (ES) - 


W) 


p _ (ES) _ (ES) 

V* (ET) " (E)+(EI)+(ESI)+(ES) 


{£/)= (£)^= (£5>.^1.^ 

Kj (3 ) K[ 


(ESI) - (ES). 


(0 

K, 



(ES) + (ES), 


(ES) 

Km K m (/) 

WyWm 


■ (ES) + (ES) ■ 


ai 

K } 


p i i 


Vm (*).(/) K « 

\,Æ] 

+ 

i + £>1 

(S) (5) K { (5) 

t K, \ 


. Kj . 


V M ($) 

rij}'K u +(s) 

K, 


en posant 




(S) 

K» + (^) 


La fonction i\ - f(S) est une relation miehaelienne, la constante de Michael is 
K m est inchangée» l’activité apparente est inférieure à V M (fig. 3.23 © )- 


f riqh;ec 


arial 
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Equation de vitesse en coordonnées inverses ; (ûg. 123 (B) ) 

1 k m _1 I _ 11 

v W + v~m vt'Ts)* V a ^‘ 




1 

+ 

1 . 

IL 


1 

(■ 

1 


2 . L'INHIBITEUR ET LE SUBSTRAT NE SE COMBINENT PAS AVEC L’ENZYME 
DE FAÇON INDÉPENDANTE 


Il faut ici distinguer deux cas ■ 

a* L'inhibition compétitive 

— L'enzyme s' associe réversiblemeni au substrat ou à V inhibiteur mais il n'y a 
pas de complexe ternaire, 

]| y a compétition pour l'occupation du site actif entre l'inhibiteur et le substrat, 
leurs combinaisons avec l’enzyme s’excluant mutuellement. L’enzyme totale se 
présente sous trois formes : enzyme libre et combinaisons ES ou El l 

£ t = E + ES + El 


Dans ce cas, l'affinité pour le substrat est modifiée par la présence de 
l’inhibiteur vis-à-vis duquel l’enzyme présente également de F affinité, donc 
K m varie, par contre il n’y a pas d'effet sur la vitesse maximum V Mt car lorsque 
(5) devient très grand, la vitesse est Indépendante de {/) (par suite de la 
compétition) et tend vers V M , 

L’étude de nombreux cas d’inhibition compétitive a montré que, le plus 
souvent, les inhibiteurs compétitifs sont des wmlogtm stérique s du substrat, ce qui est 
une confirmation supplémentaire de la siéréospécificité des réactions enzymatiques. 

L’exemple le plus classique est celui de l’inhibition de la respiration cellulaire 
par le malonate. L’une des étapes de cette respiration correspond à la déshydrogéna- 
tion du sucrinate en fumarate qui est catalysée par la suceinodéshydrogénase. 


OOOH 

| 


COOI1 

CH, 

I 


CH 

If 

ÇH, 


II 

CH 

1 

COOIf 

E-FAD E-FADK; 

SytxintKÎéUiydrof^iMse 

1 

COOH 

aciite Mjcdrtique 


aeiÀ 

fu:narn(ue 


COÜH 


CH, 

I 

OOO H 


■s^kliï 
nu km nj lu 
(EnhlbiiL-ui 
comptlilif) 


L’enzyme est inhibée compêtüivement et électivement par le malonate dont 
Fanalogie structurale avec le sucrinate est évidente. En présence des deux composés, 
la succmodéshydrogénase « est trompée » t elle fixe les deux mais ne peut en 
déshydrogéner qu’un seul, le succmate. 


TIQr 


ïriÆ 
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Ce mode d’inhibition présente un très grand intérêt tant pratique que 
théorique : 

— Il met en évidence deux stades indépendants au cours de là réaction 
enzymatique, la fixation (du substrat ou de Inhibiteur stériquement analogue} et la 
réaction catalytique (pour le substrat seulement). Ces deux étapes peuvent se 
dérouler sur des zones voisinès mais différentes de la structure tertiaire de la 
protéine, on distingue alors un site catalytique et un site de fixation (p, 36). 

— La recherche systématique des analogues stériques d’un substrat qui sont 
inhibiteurs de l'enzyme permet de préciser les éléments de la stérêospécificitê et 
parfois même le mode de fixation. 

Ex « : Les éléments de la stéréospëcifïdté de la ^galactosidase (p, 31), 

— Ces inhibiteurs permettent de bloquer spécifiquement certaines étapes du 
métabolisme T ce qui en facilite l’étude. 

— Parmi les produits résultant d’une réaction enzymatique, Pun d’entre eux 
possède souvent une structure voisine du substrat, donc une affinité pour l’enzyme. Il 
peut devenir, en s'accumulant dans Je milieu, un inhibiteur de la réaction. 

Ex» : Le glucose est un inhibiteur des gJucosidàses, le galactose un inhibiteur 
des galactosidases, 

— Les inhibiteurs compétitifs , analogues structuraux du substrat naturel* sont 
souvent appelés âatùaétàbolttes par suite de leur action de blocage spécifique* 
beaucoup à' agents antibactériens et de substances pharmacologiques appartiennent à 
ce groupe : 

Ex, ; Les dérivés d'ammonium quaternaire sont des amimétabolitcs de 
r acétylcholine. 

Les sulfamides sont des anti métabolites de l'adde p-ammobenzoïque qui entre 
dans la composition d’un coenzyme ; l’adde foliqne lui-même facteur de croissance 
pour certaines bactéries. 




Us n’ont pas d’action sur L’homme* car celui-ci ne réalise pas la synthèse de 
l’acide folique qui est pour lui un facteur vitaminique. 


Equation de vitesse : 

Le schéma réactionnel de l’inhibition compétitive (fig. 3.24) est : 


E + $ çt ES Ü E + P K m 

Kï 


{E){S) 

(ES) 

(£)(/) 

(El) 


E + / f* El 


( 1 ) 

( 2 ) 
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figure 3,24 inhibition Compétitive, 


A. Rtprésentuicm dç Michaclis ; Aÿ* augmente quand |i) augmente, V M est inchangé. 

B, Représentation en eotwdürtrtéçs inverses. 


L'équation de conservation de l'enzyme s'écrit : 

(£ r >= (E) + (ES) + (El ) , 
Sachant que »? - k 3 ( ES) et = fc$(E T ) 


e _ (ES) _ (ES) 

Vu' (E t ) (E) + (ES) + (El ) 

(E) = ^L.(ES) (£/)= (£>.£> = *ï..!£l. (£5) 

P ) n-f P J Kj 




(ES) 

(ES) ■ ^ 4 (ES) 4 (£5) ■ 

1 


^ (n 

(S) A', 

(S) 


K m 1 

(5) 1 


^ (O 

(S) K/ 


+ (S) + Km 


(O 


i? = V' 


Al 


<*) 


a: 




■*« 


+ (5) 
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en posant Kÿ? = K w 



on a ; 



(S) 

+ (S) 


La fonction e ~ f(S) est une relation michaelienne ; si (5) tend vers l'infini, 
Pj tend vers V M , ce qui confirme que la présence d r un inhibiteur compétitif est sans 
effet sur V H (fig. 3.24). 


D'autre 


pan, 


K m apparent = À',ïf p = K M 




est supérieure à 


K M => X M ), ce qui correspond à une diminution apparente de l'affinité 

(fig. 3.23A). 


Equation de vitesse en coordonnées inverses (fig. 3.23B) 


1 

î) 




M 


1 + 


1 


V) 

Ki J (S) r V M V M (5) 1 V M 


1 1 
+ 


m Inhibition par excès de substrat 

L'inhibition par excès de substrat (fig. 3.25) est à rapprocher de cette forme 
d inhibition, Dans ce cas le substrat par sa structure se combine à l'enzyme sur deux 
ou plusieurs sim comme cela se réalise lors de Phydrolyse de T acétylcholine par 
Pacétyl cholinestérase (fig. 3 .24 A). La fixation sur les deux sites d'une même 
molécule d'acétylcholine est indispensable, or, en présence d'un excès de substrat, il 
y a compétition et de nombreuses molécules de substrat ne sont fixées que sur un seul 
site. L'hydrolyse ne peut avoir lieu et la vitesse maximum de la réaction enzymatique 





iliHH sPie-étj-Iclïelifie. 4'icêiykhpline l'orKn- 
l'üfkfiuücin du substrat tetson 'tu xubsiir.ii sur 
sur l 'enzyme cil banne. L’mniyinr est mauvaise. 

0 Figure 3,2 5 Inhibition par excès de lubxtriii. 
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décroît rapidement par suite de cette compétition par excès de substrat, comme le 
met en évidence la courbe B de la figure 3.25- 


* Equation de vitesse : 

Le schéma réactionnel de F inhibition par excès de substrat est : 


E + S*tES%£ + P 

v (B)(S) 
Km (ES) 

ES + S ** ESS 

K (ES)(S) 
1 (ESS) 


L 1 équation de conservation de l'enzyme s'écrit : 

(£ r ) * (E) + (ES) + ( ESS ) , 


sachant que v = K^ES) et V# = on a : 


v _ (ES) _ (ES) 

V„ (E T ) ~ (E) + (ES) + (ESS) 

(E) = (ES) ■ ^ (ESS) = (ES) ^ 



(ES) 


1 


K 


(ES) ■ ~ + (ES) + (ES) ■ { 41 


(S) 


K, (S) 




Ki 


(1) 

( 2 ) 



( 3 ) 


La fonction d = f(S) n’est pas une relation michaelienne. Aux 

(5) 

concentrations de substrat, le terme ~ est négligeable devant 1 et devant 

K t 

Km 

—— dans la relation (3), l’équation de vitesse devient 
(o J 


v - 


M 


1 + 


W) 


= v u 


m 


K m + (S) ■ 


L'équation de vitesse est michaelienne pour la partie I de 3a courbe A et pour la 
partie II de la courbe B de la figure 3.26. 
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Figure 3.26 E ntiLbtlion par excès de sub&tfai, 

A. Représentation de Michaëls ; o = f{5), 

B. Représentation en coordonnées inverses 

C. Représentation de la. courte - = f{5) «us fortes concentrations de S, 


L « 


Aux fortes concentrations de substrat, le terme — est néglige abte devant I et 

15) # 

devant S—l dans la relation (3), l'équation de vitesse devient : 


K; 


v = 


M 


1 + 


(s) 

K, 


U_L[i + W 

» M K, 


Elle est représentée graphiquement par La partie JI de la courbe A et par la 
partiel de la courbe B de la figure 3,26. L'équation -=/{S) (fig. 3.26.C) est 

représentée par une droite qui permet la détermination graphique de K f 


b, L’ inhibition incompétitive 

— Le phénomène est séquencé, l'inhibiteur ne s'associe qu'une fois le complexe 
enzyme-substrat formé et le complexe ternaire obtenu est irnctif 

Equation de vitesse : 

Le schéma réactionnel de Jlnhibition incompétitive est : 


E + S TxES k -iE + P 
ES + / e* ESI 


K _ (E)(S) 

Km ^~ïesY 

r IESW) 

Kf ^~TE$TT 


(1) 

( 2 ) 
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L’équation de conservation de l’enzyme s’écrit : 

(E t }= (EJ + (EJ) -h (ESI) 

sachant que v t = k^(ES) et V M = tj(E r ) on a ; 

v _ (ES) _ (ES) 

v« " (£ r ) {£) + (ES) 4 (ESI) 

k m • (ES) a i 

(E) = (£ 5 ^) = ^j(ES) 
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(ES) 


1 


(ES).^(E S )+(ES).V 1 l4^ + |> 


en multipliant numérateur et dénominateur par 


s’écrit : 
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En posant : 


v '^ = ~~U) * KSr ~~h) 


I + 


1 + 


t 


Kt 



m 

Kt r + (s) 


vitesse 


L’équation devient : 
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Figure J, 17 Inhibition inccunpitiUvç, 

A, Représentation de Michaclis : et V Jf W diminuent quend {1 } augmente. 

B, Représentation en cooidonnées inverses. 


L’activité apparente V'|p est inférieure à l'activité V M , la constante de 
Michadis apparente JCJP est inférieure à K M {%, 3.27A). Tout se passe comme si îa 
fixation de Finhibiteur diminuait r activité apparente de l'enzyme et favorisait la 
stabilité du complexe ES. 

Equation de vitesse en coordonnées inverses : (fig. 3,27B) 


1 

v 





k m 1 1 

Vm ' (S) + VT 


3, CONTRIBUTION DES INHIBITEURS À LA DÉTERMINATION DES MÉCANIS- 
MES RÉACTIONNELS 

L’exploitation des études expérimentales des inhibitions peut contribuer à 
élucider certains mécanismes réactionnels, 

* l w exemple 

Considérons la réaction enzymatique : 

A + B h p + Q 


Tiqhiec 


trial- 
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Si Je produit P est Inhibiteur compétitif de l'enzyme £, on peut dire qu'il quitte 
l’enzyme après Q ; sans préjuger du mécanisme de formation du complexe 
EPQ » on peut écrire selon Cleiand ; 

A B Q P 

Il i i 


EA8 EPQ EP 


• 2* exemple : 

Si l’on considère le même type de réaction : 

£ 

A + B ** P + Q 

A l’aide d’une première étude cinétique, on démontre que F» analogue 
structural de B est inhibiteur compétitif de l’enzyme E ; on opère avec une 
concentration de substrat (A) constante et une concentration de substrat (S) 
variable, en présence et en absence de B r (fîg, 3,28), 



figure- 3.26 Reprt^enluliun en oourdormées inverne;; d'une ditérique u deux substrats : 

(A) fixe, (B) variable, avec Et sans un analogue structura] B' de 8 


Puis on réalise une seconde expérience avec une concentration de substrat 
(B) fixe, et une concentration de substrat (A) variable, en présence et en absence de 
B \ plusieurs résultats sont possibles. 

Si B est inhibiteur non compétitif» B* et A se fixent sur l'enzyme fur deux sites 
différents» il en est donc de même pour A et B. Un mécanisme aléatoire est donc 
probable (flg. 3. 29 A). 

Si B est inhibiteur incompétitif, on en conclut que B se fixe sur le complexe 
EÀ, on est donc en présence d’un mécanisme séquencé (flg. 3.29B). 


Copyrighted material 



76 BIOCHIMIE MÉTABOLIQUE 



(B) fixe, (A) variable avec ei sans B\ analogue structurai de §. 


B. L’activation 


Les activateurs sont des molécules ou des ions qui s’associent à l'enzyme ou au 
complexe ES , qui ont pour effet d'augmenter la vitesse des réactions enzymatiques. 
Parmi les activateurs que Fou rencontre fréquemment, U y a les cations 
métalliques. 

Si l’on considère seulement les activateurs capables de former des associations 
réversibles, plusieurs modes d'association peuvent être envisagés ; par exemple ; 
association au hasard (fig. 3,30) : 


£ 


//% 

%// 


ESA-+E+P+A 


ou association selon un mécanisme séquencé. 


E + S ï± ES 

ES + Aæ ES A -, E + P + A . 



M )-0 





K m fj) 

® © 

Ftgnv 3.3® Activation par combinaison» indépendantes (association au hasard)* 
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Ch Les cn/ymes alloslériques. Les effecteurs allostériques 

Les enzymes allostériques présentent un certain nombre de caractéristiques 
structurales et cinétiques, 

3 . CARACTÉRISTIQUES STRUCTURALES 

Les enzymes allostériques sont de type oligomérique , ce qui signifie qu'elles- 
sont constituées de sous-unités appelées protamères, en nombre variable (2, 4 ou 6,.,. 
plus rarement 3). 

Plusieurs modèles ont été proposés, selon l'hypothèse de Monod, Wyrnan et 
Changeux T les protomères sont associés de sorte que la molécule possède au moins un 
axe de symétrie, chaque sous-unité possède un seul site de fixation pour le substrat, 
les sites sont symétriques entre eux, 

La molécule peut, au cours d’une transformation réversible, passer d'un état 
conformationnel à un autre, cette transition entraîne un léger déplacement des 
protomères. 

L’affinité de l’enzyme pour le substrat est différente pour les deux états de 
conformation, l'un est favorable, l’autre pas. 

L'hémoglobine n’est pas une enzyme mais peut cependant servir de modèle 
d'étude, elle est formée de quatre sous-unités et le passage Hb(O z ) 4 -^Hb 
s’accompagne d’une déformation de la molécule (*). 

2, CARACTÉRISTIQUES CINÉTIQUES 

Les enzymes allostériques peuvent présenter une cinétique différente, la 
courbe v ; = f(S ) n’est pas hyperbolique comme le prévoit l’équation de Michaelis- 
Menten, mais sigtnoïdale. En coordonnées inverses, la relation n’est plus linéaire 
<fig, 3,31), 




Figure 3.31 Cinétique d'une enzyme alloslérique (cas général), 


i J 



iteria 


(*) Consulter : Biochimie structurale de Ç. Audigté et F, Zousïaîâ p* ISO. 
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Cette courbe rend compte de V effet coopémüf, que l’on peut définir de la façon 
suivante : la fixation d une première molécule de substrat facilite la fixation des 
suivantes. 

L'activité enzymatique devient très sensible aux variations de concentration à 
partir d'un seuil, ce qui permet une régulation. 

En reprenant l'exemple de I 1 hémoglobine, la fixation de l’oxygène témoigne 
d’une coopérativité qui se traduit par le caractère sigmoïdal de La courbe de 
saturation de F hémoglobine par l'oxygène (fig. 3.32). 



Figure 3,32 Courbes de s-aluralion par l'oxygène ; 1. de h myoglobine (protéine monomérique J ■ 
2. de r hémoglobine (protéine léirucïtériquei. 

Celte courbe représente lu relation empirique : 

in - K k p* 
y = 100 x * 

1+Kxp* 


dam laquelle y est le pourcentage de saturation, K la constante d’affinité de 
l'hémoglobine pour l'oxygène, P la pression partielle d'0 3 et n l'état d'agrégation des 

chaînes {pour Hb, n = 23 ). 

En raisonnant par analogie, on peut écrire une équation approximative rendant 
compte de la variation de v en fonction de (5), pour cela on remplace y par 

-5L (si v = f) s cela correspond à y = 0 % de saturation ; si v - V Mi cela correspond à 

y = 100 % de saturation). 

On pose K 1 = — et on remplace p par (5). 

A 

On obtient une équation de type : 


y 



vr 

+ (O. 


dans laquelle n est un exposant qui rend compte de rintcraction entre les sites de 
l'enzyme ? on a ) < n < A r {N représente le nombre de sous-unités dans Foligomère). 
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Si n = 1, l'interaction entre les sous-unités est nulle, la cinétique est roichaelienne, les 
monomères agissent de façon indépendante ; plus n tend vers N et plus l’effet de 
coopérativité est important. 

Par quel mécanisme moléculaire peut-on expliquer la coopérativité ? 

Faisons le bilan des données : 

— les N protomères de Poligomère étant identiques, on peut raisonnablement 
supposer qu'en absence du substrat ils possèdent la même affinité pour 5 (tout ceci 
reste formel, puisque l’on ne voit pas comment on mesurait cette grandeur sans 
substrat), c’est donc la fixation de la première molécule de 5 qui va déclencher une 
modification de la constante d’affinité de E vis-à-vis de S ; 

— la fixation d’une molécule de S sur un protomère va induire une transition, 
c'est-à-dire un changement de conformation qui modifiera l'affinité du site de ce 
protomère vis-à-vis de 5 (effet homotrope) ; 

— la transmission de la modification de l’affinité pour S d’un site à un autre se 
fait par les protéines des monomères ; 

— l’enzyme existe sous deux états conformationnels : l'un, l'état R f représente 
la forme active de l’enzyme, l’état de forte affinité pour le substrat ; l'autre, l'état 7\ 
représente la forme peu active, celle de faible affinité (fig, 3 33), 
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Figuré 3,33 Effet aftosUirique homotropc ; effet coopéraïif. 

A. Hypothèse de Monod, Wyinan ei Ouingeux. 

B. Hypothèse de Koshiand, 
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Deux hypothèses rendent compte du mécanisme au niveau moléculaire, sans 
qu'on puisse dire laquelle prévaut sur l’autre, la réalité étant probablement plus 
complexe et, selon les circonstances, représentée de façon restrictive par l'une ou 
Tau ire. 

Selon la théorie de Monod, Wyman et Changeux, les jY protomères de 
roligomère changent de conformation ensemble, la superstructure conserve en 
permanence une disposition symétrique, il n’existe pas d’espèce hybride possédant â 
la fois des sous-unités dans Téta! F et des sous-unités dans l’état /?. 

Au contraire, la théorie de Koshland décrit un mécanisme au cours duquel la 
transconformation se fait progressivement, de sous-unité en sous-unité (fig. 3.33). 


3. LES EFFECTEURS ALLOSTÉRIQUES 

C’est la caractéristique essentielle de ces enzymes» les effecteurs allostériques sont 
stéréospécifiques mais ne sont pas des analogues stériques du substrat. 

Ex* : La L-thréonine-déshydrogénase, première enzyme intervenant dans la 
synthèse de l 1 isole ucine, est inhibée spécifiquement par la L- isole usine (l’isomère D 
ou ks autres amino-acides sont sans action) et activée spécifiquement par la L-vahne, 
Or» une simple observation des formules montre qu’il n’y a aucune analogie 
structurale entre ces deux acides aminés et la L-thréonine qui est le substrat. 

Le fait que l'effecteur ne soit pas un analogue stérique du substrat l'a fait 
qualifier d’effecteur allostérique et par généralisation on parle de site allostérique et 
d’enzyme ou de protéine allostérique. 

Les effecteurs allostérique s, appelés aussi modulateurs allostériques sont à 
r origine des effets hétérotropes, c’est-à-dire des effets entre sites différents (sites 
catalytiques et sites régulateurs) qui peuvent être coopératifs donc à l'origine d'une 
activation ou d’une inhibition (fig, 3,34). 

Il est possible de définir deux catégories d'enzymes allostériques. 

— Les enzymes allostériques de type K pour lesquels, en l’absence de substrat, 
l’état de faible affinité prédomine, 

— Les enzymes allostériques de type V chez lesquels les deux états de l’enzyme 
allostérique ont la même affinité pour le substrat» Dans ce cas un effecteur ne peut 
avoir d’effet sur la réaction enzymatique que si les deux états se différencient par leur 
activité catalytique. Suivant l’affinité de l’effecteur pour l’état actif ou inactif il se 
comportera comme un activateur ou un inhibiteur : K M ne sera pas affecté seul 
V M variera (fig. 3.35)., 

Nous verrons l’intérêt qu’apporte cette régulation de l'activité pour révolution 
du métabolisme intermédiaire. 
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Figure 3,34 Effets altostériques homotrope et hétéro tropes pour une enzyme dimérique. 

A- Effet allostériquc homertiope (effet coopératif). 

B. Effet alloslérique hétérotrope : inhibition d'une enzyme du système K; 

courbe 1 ; sans inhibiteur 
courbe 7 '■ avec inhibiteur 

C. Effet a hystérique hétérotrope : activation d’une enzyme du système K : 

courbe l : sans activateur 
courbe 2 ; avec activateur 

courbe 3 : avec activateur h saturation, la cinétique et miciiaéiienne. 


Figure 333 Inhibition allostérique 
pour une enzyme de rype V, 
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V, MÉCANISME DE LA RÉACTION ENZYMATIQUE 

Les résultats actuels sont fragmentaires ; si le substrat et les produits de la 
réaction sont connus* la structuré précise du site actif (nature des résidus d'ami no- 
acides, orientât ion de ces résidus, c'est-à-dire structures secondaire et tertiaire) et les 
étapes intermédiaires ne le sont pas toujours. Ce site actif pour le substrat, qui peut 
être simple ou plus complexe (site double pour certains substrats, sites de fixation et 
catalytique différents* sites pour le substrat et pour le cœnzyme, éventuellement 
pour les ions minéraux), est parfois masqué dans la protéine* On parle alors de 
précurseur ou zymogène oï* proenzyme pour cette forme inactive, et Paetivation qui 
correspond au démarquage, ou à la modification du site actif, est réalisée par une 
protéolyse partielle qui élimine une partie de la structure peptidique. 

Ex. : Le trypsinogène, formé par une seule chaîne polypeptidique de 229 rési- 
dus dont la séquence est connue, est hydrolysé en présence d'entérokinase au niveau 
de la sixième liaison peptidique du côté N terminal pour former la trypsine activé et 
un hexapeptide : Val- (Asp VLys T 

— De même l’activation de r^chymotrypsinogéne correspond à des proîéoly- 
ses partielles permettant une modification de la structure tertiaire aboutissant à la 
constitution d'un centre actif de structure stérique et chimique (résidus d’aminoaci- 
des) définie (fig. 3.36 et 3.37). 



Caractéristiques de là structuré primaire de l’ü^hymotrypsiTOgèrié de bœuf 

F pont disulfure (résidus dé cystéine), 

□ résidus participant au site actif dé l’atchymoirypsint. 
h II prertéedyses partiel!*; Socs de ractivÉtiofi en o-cliynaotrypsine, 


Ces protéolyses partielles amènent un remaniement de la chaîne peptidique 
ayant pour conséquences un regroupement et une orientation particulière de certains 
résidus (sérine et bistidine en particulier) pour constituer le site actif de l’enzyme, 
La structure du site actif est connue pour certaines etwsyroes (fig, 3.38). Nous 
retiendrons que généralement plusieurs secteurs de lé structure primaire, rapprochés 
et orientés par les replis des structures secondaire et tertiaire, y participent et que les 
réridus de l'himdine, de la sérine , de la cy&têîm, de k lysine ou les groupements 
carboxyliques des acides aspartique et glutamique sont très souvent présents. Ces 
aminoacides présentent chacun des particularités (irmdazole riche en électrons 
tt pour rhisridine, groupement polaire hydroxyle pour la sérine, groupement thioi 
pour la cystéine, groupements dissociables COCr ou NHg pour les acides aminés 
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figuré 3.36 LVcliymotrypainfigiM Je Iweuf, 



dicarboxyliques et la lysine} ainsi que des inhibiteurs spécifiques intéressants pour 
l’étude des mécanismes. 

Ex * : Le groupement thiol présent dans les enzymes dites « à SH » est bloqué 
par l'acide iodo- acétique, l k hy d roxy le de la sérine est bloqué par estérification avec le 
di-irapropyl-fluorophrôphate. 


ïopyrïght&d material 



BIOCHIMIE MÉTABOLIQUE 



A- Site aciif de ta ch^my[j\pune : KhiTiw de sa slmcUK stérique k l'ûnfine de 3a stéiiospédficité, 


CÏ!4»Ssws pcpUdique* A. et B 



#, Site w3if de \'a diymotfTifpiiûe ; schéma de sa sîmetare dùmiqiii. Mueaee des résidus ^ iûû et hîs Sî mt le 
rtiWu ser 3 95 : apparition 4"un£ dlârgc négative par labiliMiQB. j'iM piXNOrt. 


Figure 3 r JS Site actif de ra^hymûîryjisiïiç. 


Au cours de la réaction enzymatique l'enzyme accomplit les fonctions : 

• de réacteur, en extrayant les réactifs (substrat, coenzyme , activateurs) du 
milieu pour les regrouper dais des proportions convenables et les orienter de façon 
favorable. L'association enzyme-substrat stéréospécifique qui précède Fade catalyti- 
que est un phénomène exergonique, donc spontané. L'étude énergétique a conduit à 
admettre qu’il se produit des modifications de conformation dans b molécule 
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d'enzyme ou dans celle de substrat lors de la formation de ce complexe. Selon les 
théories il y aurait : 

— distorsion du substrat ayant pour effet de labiliser certaines de ses liaisons 
(théories du « rack. » de Lumry). L’enzyme est alors considérée comme rigide; 

— des changements de conformation de L’enzyme ayant pour conséquence des 
contraintes dans le substrat (théorie du strain), Ce dernier serait alors dans un état 
proche de l’état activé ; 

— un ajustement induit de l'enzyme et du substrat (théorie de Koshland) 
contribuant à rendre I f orientation du substrat par rapport aux groupes catalytiques de 
l’enzyme plus favorable. 

■ de catalyseur, en abaissant la barrière énergétique, le plus souvent en 
multipliant tes intermédiaires dans le chemin de la réaction (fig. 3.39), Dans cette 
catalyse intramoléculaire, l’environnement protéique par ses groupements fonction- 
nels polaires ou apolaires, sa densité en électrons t r et généralement la présence de 
coenzyme et de cations, etc. sont à l'origine de ces états de transition particuliers, 

« d'intermédiaire, en acceptant transitoirement les radicaux transférés. 

L’ensemble de ces possibilités est toujours dominé par la notion de structure 
protéique à l’origine de la spécifité stérique. Le détail des mécanismes est connu de 
façon approfondie dans certains cas (fig, 3,39).. 
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VI* CLASSIFICATION DES ENZYMES 


Le grand nombre d'enzymes actuellement connues par suite du développement 
rapide de l’enzymologie crée de nombreux problèmes de terminologie et de 
classification. 

Pour la terminologie , on distingue : 

— des dénominations antiennes telles que pepsine, trypsine, etc, ; 

— une nomenclature dans laquelle on ajoute te suffixe « ose » soit au substrat 
(uréase, phosphatase» arginase), soit au type de réaction chimique qui est catalysée 
(hydrolases, oxydases, isomérases) ; 

une nomenclature officielle rigoureuse mais complexe, 

Chaque enzyme porte un numéro d'ordre à 4 chiffres séparés par des points. 

Le premier chiffre précise la classe : Ex. : oxydoréductases. Le second la sous- 
classe qui indique pour les oxydoréductases la nature du groupe du donneur qui est 
l’objet de l'oxydation. 

Ex. : sous-classe 1 : donneur = CH — OH. 

Le troisième indique la sous-sous-classe. Dans te cas des oxydoréductases il 
s’agit du type d'accepteur, 

: sous-sous-classe 1 : accepteur = HAD 4 ou NADP + . 

Le dernier chiffre représente le numéro d’ordre de l’enzyme dans la sou.s-scj us- 
classe considérée. 

Ex. ; la lactâtè üéshydrogénase ou L-laetaîe ; N AD' oxydoréductase, qui 
catalyse la réaction : 

L-lactate + NAD* pyruvate + NADH +■ H + 
porte le numéro 1.1.1.27. 

— L’oxydase du lactate ou L-lactate : oxygène oxydoréductase, qui catalyse la 
réaction : 


L-lactate + 0 2 i* acétate + CG 2 + H 2 0 2 
porte le numéro 1.1. 3. 2. 

Pour la classification, nous retiendrons six catégories selon les fonctions des 
enzymes, 

• Les oxydoréductases î il s'agit d'enzymes transférant des électrons seuls ou 
des électrons accompagnés de protons (élément H). Elles agissent sur Les groupe- 
ments CH— OH, CH— -CH, CH — NH 2+ etc., en présence d’un coenzyme ou 
d'oxygène, 

• Les transférasses qui catalysent les transferts d’un groupe d’une molécule â 
une autre molécule sont subdivisées d’après la nature du groupé transféré. Iî peut 
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s'agir d'unités à un carbone : méthyle, carboxyle, amidino, hydroxy méthyle ; d'un 
résidu aldéhydique ou cétonique ; d’un radical, acyle» alkyle, glycosylé, phosphoryle» 
etc. 

• Les hydrolasea : Elles catalysent l’hydrolyse de diverses liaisons : liaisons 
ester (estérases, lipascs» phosphatases), liaisons gJycoridiques et N glycosidiques 
(amylases» galactosidases, nucléosidases), liaisons peptidiques {protéases» peptida- 
ses). 

* Les lyases i Ce sont des enzymes qui catalysent le déplacement d’un groupé â 
partir d'un substrat avec formation sur celui-ci d'une double liaison (C=€, 
C=0, C=N). 

En. : C— C lyases (earboxy lyases» aldéhydelyases). 

C — G* C=0 lyases (hydrolyases) , 

* Les isoinérases qui catalysent des inversions de configurations stériques. 

Ex. : Epimérases, racémases, cis-trans-iso nié rases. 

• Les ligases ou syntJiitasés : Elles prennent part aux réactions de synthèse des 
constituants cellulaires par la formation de liaisons C-C, C— O, C— S, C“N. En 
générai leur action nécessite de l’énergie qui est fournie par J’ATP. 

Ex. : La succinyLCoA synthétase, 


VIL LES COENZYMES 


La plupart des enzymes, à l'exception essentiellement des hydrolases» requiè- 
rent pour leur fonctionnement la présence absolue d’un coenzyme. Si l’on a 
actuellement identifié plus de mille enzymes, le nombre des çoenzymes ne dépasse 
guère une vingtaine. C’est dire que chaque coenzyme peut participer â la structure et 
au fonctionnement de nombreuses enzymes différentes (tableau 3,1, p. S8), 

Tous les cœnzymes présentent en commun un certain nombre de caractéristi- 
ques, 

— lis ne sorti pas de nature protéique. Ce sont des composés organiques de 
masse molaire relativement faible, thcnnostables* La plupart possèdent un ou 
plusieurs noyaux cycliques ou hétérocycliques (noyau tétrapyrrülique, noyaux pyrimi- 
diqtie. thiazoîique, purique, etc.) et présentent une structuré fortement conjuguée, 
riche en électrons w mobiles, à l'origine de leur pouvoir catalytique. 

Beaucoup de ces noyaux ne sont pas synthétisés par tous les organismes 
vivants. Ils correspondent alors pour ces derniers à des facteurs de croissance ou à des 
vfrfflmjncs, en particulier du groupe B , Ces coenzymes vitaminiques expliquent le 
caractère indispensable de certaines vitamines pour la croissance et l'entretien des 
organismes ainsi que la plupart des troubles résultant d une carence. 
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Tableau 3.1. Les principaux coenzymes (d’après Karlson) 


Nom du coenzyme 

Abré- 

viation 

Vitamine 

Structure générale 

Groupement 

transféré 

Nicoli nam idc- adctiinc-di nue lés- 


Nkotinamide 

DmuciéoLide pyridïni- 

H 

tfcdC" - ÉS'Ii'i'l itri ■ H-8 8 + 8 i+ + fc 88 b 8 + 8 ? 8 + 8 8+8 

NÀB + 

(vitamine PP) 

que 


NiGotinamidc-adéninc-dinudéo- 
tid^plnsphale 

NADF+ 

Niooliïiaitiide 

DinucÊcotide pyridi ni- 
que pllûSplHJiylé 

H 

Flavine-mononuclêoiLdc ......... 

FMN 

Riboflavine 
(vil ami ne 

b 3 ) 

Riboflavine ptwspho- 
Priée 

H 

Flavinç-idénirte-JimicJeùtide .... 

FAD 

Riboflavine 

Adénanne-S'-moiu}- 
phosphate et ribofla- 
vine phosphorylée 

H 

Acide lipoïque OU lipoale .. .... 

Lip(S|) 

Acide lipoïde 

— 

H et acétyl 

Méialloporphyrines 

— 

— 

Hème ou focmaïine 

Glcctrons 

Adénosine triphosphate 

ATP 

— 

RibonuciéolUk- phos- 
phates 

Phoiphàlc 
et Aid P 

U ri dirtÉ-di phosphate 

U DP 

— 

RibOnucléütidf -phos- 
phates 

Ose, ÜCldc 

uronique 

Cytidine-diphosphatc , 

CDP 

— 

Ribonucléoiide phos- 
phate 

Phosphoryl- 

choline 

Cotnzymc A « ■,» ■■,■ 8881 ++ 

GoA 

Acide pan- 
tothénique 

— - 

Acvl cl acétate 

Acide tétrahydrofolique 

THF 

Acide folique 

— 

Groupe ntent en C 3 


— ‘ 

Biotioe (vita- 
mine H) 

— 

Groupement 

carbaxyjiquc 

ThiBmine-pyrophmphatc ou 

TPP 

ThiamÊne (vêla- 

Ester dLphos phorique 

Groupe nient en L’ : 

diphosphotiamint 

OU DPT 

mine B L ) 

de Sa thiamine 


Pyridcutal-phosphate 

PALP 

Pyrido*mt 

(vitamine 

Bd 

Ester phosphoriq ue 
du pyridoxal 

Groupement aminé 


— Us participent sioec h iomèinq ut me n î à la réaction enzymatique. Les coenzy- 
me$ réagissent chimiquement avec le substrat mais à la fin d’une transformation, qui 
peut faire intervenir une ou plusieurs enzymes, ils se retrouvent identiques à l'état 
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initial d’où leur activité catalytique. Enfin il faut rappeler que la spécificité 
enzymatique dépend uniquement de rapoenzyme. 


A, Les deux types de cœnzymes 

La majorité des réactions enzymatiques du métabolisme intermédiaire auxquel- 
les prennent part des enzymes à structure double peuvent se ramener â des réactions 
de transfert (transferts d’électrons, d’hydrogène h de groupement aeétyl, de radical 
phosphore, etc.). Si à partir d’un substrat A— R il y a transfert du groupement R sur 
le substrat B en présence de l'enzyme & et du coenzyme Go, nous pouvons écrire 
l’équation de réaction : 

A ”■ /? 4 B A + S — jR , 

£-Co 

Cette équation globale doit être décomposée en deux temps, le coenzyme 
servant d'accepteur intermédiaire du radical R comme Font confirmé les résultats 
expérimentaux. Soit ; 

1 ) Fixation : 

£ 

A — R + Co+î Co — R + d - 

2} Transfert : 


Co— "R + B — R T Lo 

~AR B— R -\- A 

£— Co 


1, COENZYMES GROUPEMENTS PROSTHÉTIQUES 

Les deux temps de la réaction peuvent être catalysés par la mime enzyme, le 
composé intermédiaire Co—R n’est pas libéré et son identification est souvent 
difficile. Le coenzyme n'a alors qu’un rate activateur et il est généralement lié à la 
partie protéique de façon non dissociable, sa libération entraînant la dénaturation de 
la protéine. Ce coenzyme activateur est en fait un groupement prosthétique, il est 
une partie intégrante de la molécule d’enzyme. 

2. COENZYMES TRANSPORTEURS OU COSUBSTRATS 

Les deux temps de la réaction peuvent être catalysés par deux enzymes 
distinctes, ce qui nécessite que la combinaison E — Co soit faci lement dissociable pour 
permettre le transport du groupement Co— R, Le coenzyme possède alors un rôle dé 
transporteur entre deux et parfois plusieurs réactions distinctes. Dans ce cas. 
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plusieurs enzymes utilisent le même coenzyme,, d’où leur nombre restreint. Malgré 
tout, la spécificité de l'enzyme vis-à-vis du coenzyme est généralement très étroite, ce 
qui conduit â admettre tut site spécifique pour celui-ci, voisin du site actif du substrat, 
La coupure entre les deux types de eœnzymes n'est pas toujours aussi nette. 
Certains transporteurs sont solidement liés â quelques enzymes et des groupements 
prosthétiques peuvent être dissocié? assez facilement. Enfin dans certaines réactions 
enzymatiques complexes, où interviennent plusieurs enzymes distinctes, il est difficile 
de savoir quel est le comportement du coenzyme. 


B. Les principaux coenzymes 

Par suite de F importance particulière des phénomènes d'oxydoréduction dans 
Je métabolisme intermédiaire on distingue classiquement ; 

— les coenzymes doxydoréductim, catalysant les transferts d’hydrogène et 
d’électrons ; 

— les coernymes de transfert de groupements, participant aux réactions 
enzymatiques donnant Beu à un transfert de groupement carboné plus ou moins 
complexe, de groupement aminé ou phosphorylé, etc. 

Dans ces deux catégories les coenzymes impliqués sont tantôt des groupements 
prosthétiques, tantôt des cosubstrats. 

1. LES COENZYMES DES OXYBGRÉDUCTÀSES 

a. Les nicotlnaniides nucléotides ou nucléotides pyrid iniques 

• Généralités : Ces cuenzymes possèdent la structure générale d’un dimicléo- 
tide mass Lun des nucléotides est du type pyridinique, la base hétérocyclique étant 
constituée par le dérivé pyridmium (ammonium quaternaire) de la nicotinamide, 

La répartition cellulaire de ces coenzymes étant universelle, tous les organismes 
ont des besoins en nicoti nanti de ou en acide correspondant : l’acide nicotiuique. Un 
grand nombre d'êtres vivants sont capables d’en réaliser la biosynthèse à partir du 
tryptophane, certains cependant (quelques micro-organismes et les animaux supé- 
rieurs) en sont incapables, Pour ces derniers ï’amïde nicotinique constitue un facteur 
vitaminique hydrosoluble du groupe B : la vitamine PI 1 ou antipellagrcusc, En fait le 
caractère vitaminique n 1 apparaît souvent qu’au second degré, un apport suffisant de 
tryptophane peut compenser une carence vitaminique. 

Deux coenzymes appartiennent à ce groupe, ce sont : 

— Le nicottnamide-adéntiie-diiucléotîde ou NÂD + (appelé autrefois diphos- 
phopyridine-nucléotide ou DPN, co-enzyme t, codéshydrogénase 1 , cozymase) 
contient de F adénine et de la nicotinamïde comme bases hétérocycliques, deux 
molécules de D-ribose et des résidus phosphates formant un pont pyrophosphate, 

— Le nicotinamide-âdéttine-dmudéotide-phosphate ou NÀDP + (appelé autre- 
fois triphosphopyridine nucléotide ou TPN, coenzyme II ou codéshydrogénase 2). Sa 
structure est identique à celle du NÂD + avec en plus un résidu phosphate qui 
estérifie i’hydioxyk en 2' du ribose lié à l’adénine (fïg, 3,40). 
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Fîpife 3.40 Structure de la vitamine PP et du NAD + . 

Dans les cœ azymes les liaisons N — osidïques entre le ribose et les bases azotées 
sont de configuration fi comme dans les nucléotides puriqiies. Des isomères 
inactifs enzy mat iq ue me nt , ont été isolés de certaines préparations. Leur origine et 
leur rôle éventuel sont inconnus. 

* Mécanisme de Poxydoréduction 

Ces coenzymes peuvent subir une oxydoréducrion réversible dont l’étude â 
l'aide d'isotopes (deutérium par exemple) a permis de préciser le mécanisme 
(fig 3.41). 
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Figure J. 41 Mécanisme d'action du NAD + , 


— A partir d*un substrat réduit AH 2 il y a transfert direct de 2 électrons et d + un 
proton au coenzyme et libération d'un proton, C’est donc un ion hydrure 
H" qui est transféré au coenzyme. L'ammonium quaternaire est transformé en azote 
trivalent et l’atome d’hydrogène se Fixe en 4 (para) sur le noyau pyridinique. 
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Ferme A Forme B 


Pour simplifier l’écriture les formes oxydées sont parfois symbolisées N AD ox 
ou NÂD* et les formes réduites NÂD red ou NADH 2 ou NADH, H + , Il en est de 
même pour NADP + . 

“ La réduction est stéréospécifique. 

Selon les réactions enzymatiques, P hydrogène est transféré en avant du plan du 
cycle (forme A-alcool déshydrogénase ou lacticodéshydrogénase) ou en arrière 
(forme 5-glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase). 

Cette stéréospédfiàté n ? a pas reçu jusqu'alors d’explication. 



Figure 3.41 Spectres du NAJ> réduit et oxydé. 


* Propriétés 

— Ces coenzymes hydrosojubles possèdent un spectre d’absorption ultraviolet 
commun à tous les nucléotides (A - 260 nm), Des formes réduites présentent une 
bande supplémentaire pour A = 340 nm due à la pyridine réduite (fïg. 3.42). Il y a 
simultanément légère diminution de l'absorbance à 260 nm, 

— Les formes réduites sont fluorescentes* le spectre d'émission ayant un 
maximum pour À = 460 nm. il en est de même pour de nombreux produits 


TiqhiÉ 


-rial 





LA CATALYSE BIOCHIMIQUE : LES ENZYMES W 

d'addition sur MAD + ou N ADP* qui transforment l'azote quaternaire en azote 
tri valent (fîg. 3.42), 

__ Le S formes oxydées sont instables en milieu alcalin ( rupture de la liaison N- 
ûstdique et libération de la nïcotinamide) ; les formes réduites sont instables en 
milieu acide (saturation partielle du noyau pyridinium). Cette propriété est utilisée 
pouf déterminer le rapport des fûmes réduite et oxydée des coenzymes dans un 
milieu, 

• Distribution et râlé 

— Ces coenzymes sont universellement répandus dans la matière vivante et à 
r intérieur des structures cellulaires même si les échanges directs ne sont pas toujours 
possibles. Il semble qu’en général le NAD’ (NÂD’ + NADH) domine par rapport 
au H ADP* (N ADP red et ox) et que la forme oxydée du NAD* soit prédominante 
alors que pour le N ADP* c'est la forme réduite. Nous verrons l'importance de cette 
distribution lors de l’étude des métabolismes (tabl. 3.2). 

T&bkau 3.2. Distribution des coenzymes pyridiniques dam Ici cellules 


Cellules 

Coemyme louai 
10-* g/g tissu 

NAD’ 

% 

NADH 

% 

N A DP* 

% 

NADPH 

% 

Foie 

7S0 

46 

26 

2 

26 

Cœur 

516 

57 

35 

I 

7 

Glande mammaire 

m 

63 

22 

t> 

15 

E. coJi 

m 

57,0 

10.3 

SaccharomyCÉS 

525 

72,2 

10,3 

Proteus vulgaris 

424 

59,0 


5, S 


— Ces deux composés sont des cosubstrats de nombreuses oxydoréductases. 
Ils se comportent cependant comme un groupement prosthétique, solidement fixé à 
Papoenzyme, dans quelques cas exceptionnels: NAP + de la glycéraldéhyde 
phosphate déshydrogénase par exemple. 

* Le NAD* fonctionne le plus souvent à l'état oxydé NAD 4 dans les réactions 
du catabolisme, en liaison avec un. grand nombre d'apoenzymes, Les principales 
transformations catalysées sont : 

alcool primaire — * aldéhyde » acide 

R”-CHjOH R— CHO. H 2 0 R-CQOH 

alcool secondaire ■ — — + cétone « — — - — - amine 
R— CHÜH-ÏT R— CO— R' R— CHNH — R' 

Le NADH, H' est ultérieurement réoxydé dam ta chaîne respiratoire cytochromique 
en aérobiose, ou par un processus ferment aire en anaérobiose. 
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* Le NÂDP + fonctionne le plus souvent sous forme réduite NADPH dans les 
réactions anaboliques, en Maison avec un nombre limité d'apoenzymes* en particulier 
au cours de la biosynlbèse des acides gras. La forme réduite prend naissance lors de 
certaines étapes du catabolisme : voie de pemoses-phosphates ou oxydation de 
l’isocitrate cytoplasmique, 

b» Les ftavines nucléotides 

« Généralités : Ces cœnzynies dérivent de la riboflavine ou lactoflavine ou 
vitamine B 2 dont la molécule est composée d’un hétérocycle dérivé de ralloxazine lié 
à un pent alcool acy clique, le ribitol. 

Les principaux nucléotides fiaviniques sont : 

— Le flavîne mono nucléotide ou FMN (riboflavmc-5 r -pMosphate). 

— te Ûavïne adénine dinucléotide ou FAD dans lequel le FMN est uni à 
J’adénosine monophosphate ou AMP (fig. 3.43). 



Ces composés ne sont pas de véritables nucléotides puisque la riboflavine n'est 
pas un nudéoside vrai car le ribitol n’est pas un pentose mais un polyol. 

* Mécanisme de Poxydoréductioii 

Ces cocmymes peuvent subir une oxydoréducticm réversible par transfert 
d’hydrogène en position 1 et 10 selon la figure 3.44, 

Ce mécanisme d’oxydoréductîon met en jeu 2 électrons (et 2 protons). Un 
autre processus ne mettant en jeu qu’un seul électron et conduisant à la formation de 
radicaux libres (formes semi-quinoniques FAD *) fortement colorés est envisagé 
pour certaines enzymes fiaviniques. 
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Figure 1.44 Mécanisme J'action des 


FMN'H , 

OU 

FADHj 


i- A 


coenzytnes naviniques- 


Des cations participent souvent à h rata lyse avec les coenzymes flaviniques 
(Fe, Mo). 

« Propriétés 

Ces coenzymes hydrosolubles t stables en milieu acide niais labiles en milieu 
alcalin i présentent d’intéressantes propriétés optiques. 

— Ils absorbent la lumière dans le visible et dans PUV T La position des bandes 
d’absorption dépend : du coenzyme „ FÀD ou FMN ; de l’état oxydé ou réduit (la 
réduction diminue l’absorption dans le visible et déplace la bande UV vers 250 nm) ; 
de la forme, libre ou combinée à des apoenzymes. Les bandes d’absorption situées 
dans le visible sont responsables de la coloration jaune- vert très intense des composés 
flaviniques- 

— Ils présentent une fluorescence intense, sous forme libre essentiellement. 

— Ils sont photosensibles, le radical ribityl pouvant être scindé, ce qui donne 
naissance à la lumi fl aviné. Là encore, la combinaison avec une apoenzyme modifie 
cette propriété en protégeant le coenzyme. 

* Distribution et rôle 

FMN et FÂD sont les eœnzymes de pins d'une cinquantaine d'oxydoréductases 
répandues chez tous les êtres vivants et qui interviennent dans les différents 
métabolismes. 

Les flavoprotéines à FMN sont peu nombreuses ; celles à FAD sont au 
contraire plus abondantes. Du point de vue du mode d’action, on distingue les 
flavoprotéines auto-oxydables de celles qui ne le sont pas. 

Les flavoprotéines auto-oxydables sont capables de transférer l’hydrogène 

qu ’elles transportent directement sur T'oxygène, avec formation de peroxyde d'hydrogène*, 
exemple : L-aminoacide oxydase (fig. 3.45). 

Ces flavoprotéines sont cytoplasmiques dans la cellule eucaryote comme dans 
la cellule procaryote. 

Les flavoprotéines non auto^oxydables sont membranaires, mitochondriales 
dans la cellule eucaryote, dans la membrane cytoplasmique des cellules procaryotcs. 
Ce sont des transporteurs d'électrons des chaînes respiratoires ; exemples : 

* Le peroxyde d'hydrogène doit être détruit sitfil formé par Je* peroxydases cl/ou calalases. 
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Figure 345 Mode d’action de II L-aminoacide oxydase» 


FFj ou NADH déshydrogénase, FP 2 ou suecinate-déshydrogénase, FPj ou acyi 
co enzyme À déshydrogénase, FF 4 ou glycérol phosphate déshydrogénase. 

c* Les groupements prosthétiques des hémoenzymes m métallo- 
porphyrtnes 

Ce sont de véritables groupements prosthétiques à rôle activateur que l’on 
rencontre dans les cytochromes et des oxydoréductases transportant des électrons 
(peroxydases). 

Ces groupements prosthétiques sont des métaltaporphyrines résultant de 
l’union, sous forme de complexe, d’un atome de fer avec une porphyrine qui 
représente elle-même un composé issu de substitutions plus ou moins complexes du 
noyau tétrapyrrolique ou porphLne. L’exemple type- de ce groupe est Thème des 
hémoglobines ou ferroprotoporphyrine IX (fig. 3.46), 

Dans les cytochromes, contrairement â ce qui a lieu dans ï 1 hémoglobine , 
F atome de fer peut changer réversible nient de valence, assurant ainsi lé transfert 
d’électrons à raison d’un électron par molécule de cœnzyme 

Fe ï + +±Fe 3 + + <T . 

Par ailleurs, la fraction protéique peut être liée au groupement tétrapyrrolique 
par des liaisons de covalence (Ex. : cytochrome c deux liaisons — S — à partir de 
2 résidus cystéyl) et Fatome de fer est solidaire de Tapoenzyme par deux coordinances 
incluant généralement des résidus histtdyl. 

Dans les ma/ases et les per oxydas es, le fer reste toujours à Tétât ferrique 
Fe 3+ , il n’y a pas de modification de la valence au cours de la réaction. 

Les catalases catalysent la décomposition de l’eau oxygénée : 
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Hpirt 3.46 Structyrc -du noyau porphinc et de Thème., 


Elles renferment quatre groupements hématiques par molécule et très souvent 

du Cuivre. 

Les pénûxydases oxydent certains substrats à partir d ! un peroxyde dont 
tip 2 , Le groupement prosthétique est constitué par Thé mâtine (peroxydase du 
raifort) ou la cytohématine (verdoperoxydase du pus). 

Les oxygêmses catalysent T incorporation directe d’un atome (mono-oxygém- 
ses) ou d’une molécule (dioxygénases) d’oxygène dans un substrat carboné. Elles se 
différencient des oxydases qui catalysent une oxydoréduction aux dépens de 
l’oxygène avec formation d’eau ou d’eau oxygénée,. En fait la distinction n*e$t pas 
toujours aisée. 

Certaines sont des hémoprotéines. 

Ex, : La trypîophane oxygénase qui catalyse le premier stade de la dégradation 
oxydative du tryptophane avec rupture d’une double Maison du noyau indole et 
formation de N-formylkmunémne. 


OC 


HHj 

/ 

jju-trq—tfi 

coofi 


NH-CHO 


— Les hyd roulages des microsomes hépatiques qui participent notamment à 
des réactions de détoxifîcation. 

D’autres sont des métalloprotéines ; cuproprotéines et fenoprotéines (Fe non 
hématinique). JEx* : Tyrosinase et dopamine j8 hydroxylase qui participent à la 
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biosynthèse de la noradrénaiine (fig, 3,47) dans la médullosur rénale en association 
avec des eosubstrats qui sont ensuite régénérés aux dépens du NADPH, H* . 


NH, 






Figure 3.47 Biosynthèse de b nortdrénaüiK, 


CïiQH - CH — NHv 



OH 
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Des réactions d'hydroxylation semblables interviennent dans lia biosyntfoè&e des 
hormones stéroïdes et des prostaglandines. 


d . Le lîpoate 

Cest lun des derniers coenzymes découverts. L'acide Upoïque (fîg. 3.48) ou 
aride thioctique est un composé simple à huit atomes de carbone et deux atomes de 
soufre qui peuvent passer ré visiblement de l’état disulfure à la forme thiol. 
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Fleura 1,48 Structura et mode d'action de l'acide lipoique. 
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C'est un composé üposolubîe, coloré en jaune a Tétât oxydé (légère absorption 
à X = 335 mm qui disparaît h Tétai réduit). Par son groupement carboxylïque le 
lipoate est toujours lié à Tapoenzyme par une liaison covalente amidtque avec le 
groupe é animé d'un résidu lysyh Cette liaison forte avec Tapoenzyme et Tabsence 
de spectre d'absorption intense expliquent sa découverte tardive. 

L'hydrogène Fixé à partir du substrat peut, être cédé à une déshydrogénase 
ayant pour coenzyme le FAD qui a la possibilité de le transférer ensuite au HAD + - 
ce qui est exceptionnel pour une flavoproléine. 

Ce coenzyme participe à une réaction complexe mais très générale : la décarboxylation 
oxydative des acides a cétoniques (acide pyruvique, acide a cétoglutarique)(e/. 
p. 106 et p. 139), ainsi qu’au phénomène de la photosynthèse* Il ne représente pas 
véritablement une vitamine pour l'homme. 


e, Us coenzymes quinonîques 

Ces composés lîposoiubîes sont dérivés de Fubiquînone ou coerayme Q 
présente dans les mitochondries animales. 


TT T 1 

CHjO N (C H CH =C— CH f ). —H 

^ Clutfltt polyisoprènique- 

0 



%ir J.4t L'ubiquinonc- A. Structure, B. Mode U'acikm, 


L'ubiquinone Q m (fig. 3.49) isolée du cœur de bœuf comporte ainsi dix résidus 
isopréniques (zî — 10 ), 

Les cMoroplasïes renferment une piastoquinone de structure assez voisine. 

Toutes les quinones présentent un spectre d'absorption caractéristique et 
peuvent être réduites réversîblement permettant ainsi les phénomènes d’oxydo- 
rêduction. 

D'autres dérivés à structure qujnonique, vitamines K par exemple, ont été 
caractérisés dans les micro-organismes. 

f* Autres cœnaymes 

Divers composés capables de subir une oxydoréduction réversible semblent 
jouer’ au cours de certaines réactions, le rôle de ooemymes transporteurs ou 
cosubstrats vis-à-vis de T hydrogène et des électrons. 

Il en est ainsi en particulier chez les végétaux pour un tr [peptide, le glutathion et 
pour Yoscorbote. 
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2. LES COENZYMES DE TRANSFERT DE GROUPEMENTS 

Ces coenzymes qui catalysent le transfert des divers groupements, à l’exclusion 
de l’hydrogène et des électrons,, acceptent transitoire ment la fraction de substrat pour 
former une étape intermédiaire dite activée ou coenzymatique , 

a. L'adénosine triphosphate ou ATR 

L*ATP dont la structure (fig. 3.50) et le rôle énergétique ont été décrits dans le 
paragraphe III du chapitre 2 de cet ouvrage, existe dans tous les tissus frais, où il joue 
un double rôle : de eœozyme transporteur de phosphate et de réserve d’énergie 
biologique. 



La réaction de transfert du phosphate s’écrit 

X + ATF ^ X— ® + ADF 
Mfr'* 

Le complexe [ATP-Mgf ~ est le cosibstrat des kinases 

ATF 4 " + Mg î+ * [ÀTP-Mg f " . 

Le groupement phosphate peut être transporté sur des groupements alcool, acide, 
amide ; 

Exemples : 

glucose + ATF — — ' ^ > glucose 6 phosphate + ADF 
crëatine + AT? > phosphocréatine + ADP 

L'ATP est également transporteur d’AMF, pyrophosphate ou adénosyl : 

Exemple ; activation des acides gras : 

R— COOH + ATP -*■ R — C - AMP + PP 
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Les autres coenzymes nucléotidiques sont ; 

guanos! ne, mono, di et tri phosphate (GMP-GDP-GTP) 
uridine, mono, di et tri phosphate (UMP’UDP’UTP) 
cytidine, mono, di et tri phosphate (CMP-CDP-CTP) 
thymidine, mono, di et tri phosphate (TMP -TBP-TTP) 

Ces coenzymes sont susceptibles d'être les cosubstrats transporteurs de groupements 
divers qui sont ainsi activés. 

Exemples ; 

— Le transfert du « sulfate » est réalisé par T intermédiaire d'une forme 
activée ; le sulfate actif ou adênûsine 3-5' diphosphosuifate. 

— Les formes actives des oses et des dérivas d'oses (oses aminés,, acides 
uroniques) font intervenir des diphosphonudéosides. Ex. : UDP-sucres |UDP 
glucose, UDP-galactose, UDP-xylose, liDP-glucuronate, UDP-N-acétyl glucosa- 
mine), GDP-mannose, ADP-glucose, etc. 

— 11 en est de même pour les formes actives de h chofine (CDP-choline), de 
réthanotamine (CDP-éthanolamine), du gîycêroî f du rihitol, etc. 

Enfin 3 AMP intervient dans l'activation des aminoaddes lors de la synthèse 
protéique. 

b. Le pyridoxal phosphate ou PÀLP 

L'importance de ce coenzyme est fondamentale car il participe sous forme de 
groupement prosthétique solidement lié à Papocnzyme à de nombreux processus du 
catabolisme des aminoaddes. 

Sa structure chimique dérive directement de celle de la vitamine B fi ou 
pyridoxine ; plus précisément du groupement vitaminique B é qui comprend, outre la 
pyridoxine, la pyridoxamine et le pyridoxal (fig, 3.51), 

La phosphorylation de la fonction alcool primaire empêche la formation d'une 
liaison hêmi-acétilique entre celle-ci et le groupement aldéhyde qui aurait pour effet 
de rendre le coenzyme inactif par blocage de la fonction aldéhyde. 
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Figure 3.51 Structure de La vitamine B* et du pyridoxaL phosphate . 


Au cours de f action catalytique le PALP se combine avec l’acide aminé pour 
former une imine aromatique ou base de Schiff (üg, 3,52), 

Selon la nature de Papoenzyme participant à la réaction, l’une des liaisons 1, 2 
ou 3 sera préférentiellement fragilisée. Ce coenzyme est l'exemple type permettant la 
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Fig. 3-51 Mécanisme d'action du pyridoxal phosphate. 


mise en évidence du rôle de Papoenzyme dans la spécificité de la réaction 
enzymatique. 

Les mécanismes électroniques des diverses réactions ont été expliqués, en 
particulier à partir de modèles dans lesquels l’apoenzyme est remplacé par un cation 
polyvalent, mais nous limiterons ici notre étude à l’énumération des transformations 
catalysées par ce coenzyme, 

* Par coupure en 1 et départ d'un proton il v a formation d’une nouvelle amine 
de transition qui peut conduire i 

— à une transamination, c’est-à-dire au transfert du groupement aminé d'un 
aminoacide 1 sur un acide a-ce tonique 2 pour former l’aminoacide 2 et libérer l’acide 
Q-eétonique 1. 

Exemple z 

AL AT* 

alanine + acide a-cétoglutarïque < acide glutamique + acide pyruvique 

— à une racémisation ou transformation d’un aminoadde en son stéré isomère. 

Ex* : L- alanine D-alanine 

— à des éliminations en ee-0 ou y pat rapport au carboxyle de l’aminoacide. 

Ex* : 


IShminalio-n en e>fl 

COOH 

HS -CH,- CH 
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+ ISp - HjS + NU, + CH } — CO— COOH 
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NHï 
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Par coupure en 2 il y a éliminât ion de C0 2 et formation d’une amine : c’est une 
décarboxylation : 


NH, 

/ 

HOCHj-CH 

COOH 


CO, + HOCHi —CH, - m 2 


Serine 


EiharoLiminc 


En bactériologie, deux réactions de décarboxylation d’acides aminés présentent 
un intérêt analytique 


/ nh ] 

Lysjnc CÛOfi 


LOC- 


NHi-tCHj) -NH, + CO, 


Cadavénne 


/ NH, 

NHj-tCüîHCH 

Oniil(.ir= Xc0ÜH 


LH.K + 


+ CO, 

PWdsc4inc 


♦ Par coupure en 3 il y a élimination de La chaîne latérale de Paeide aminé et 
formation de glycine, le radical éliminé se combinant transitoirement avec un autre 
coenzyme. Inversement cette réaction permet des condensations lors de la synthèse 
d’aminoacides. 

Ex * : Transformation sérine f* glycine 


/ nh j 

HOCH^-CH 

^COQH 


NH, 

/ ■ 

CH, + Co-CM|OH 
\ûÛH 


Sirine 


Glycine 


Condensation de l'éthanul et de la glycine pour donner la thréonine. 
Condensation de la sérine et de Pindole pour former le tryptophane. 

Il faut signaler que ce coenzyme présente de nombreux antagonistes dont le 
rôle est essentiel par suite de P importance métabolique du PALP. En particulier 
l'isoniazide, particulièrement actif in vivo et in vitro, est un antituberculeux utilisé en 
traitement clinique (Riirufon® 1 ), 
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*' LDC =r lysine di ca rtxotylase . ÜDC =* omilhine déraibonylasc. 
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c* Le coeiuyme Â ou HSCuA 

Ce coenzyme universellement répandu résulte de L'association : 

— d’un nueléoside phosphorylé, LadénosmeO'-phosphate^'-dïphosphate. 

— d'une molécule d'acide pantothémque (vitamine du groupe B) qui est le 
produit de condensation de 1a ^-alanine et de r acide pantolquc par une liaison 
amide ; 

— d'une molécule de thioéthanolamme ou 0-mercaptoéïhy lamine ou encore 
cystéamine puisqu’elle dérive de la décarboxylation de la cystéine (fig. 3.53). 
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Figure 3.S3 Structure du coenzyme A(CoA-SH). 


Le site essentiel de ce coenzyme est la fonction thiol d’où son symbole CüA-SH 
ou HS'CoA 

Le groupement thiol peut se condenser avec le groupement carboxyle d’un 
acide gras pour former une liaison énergétique du type acylthioester (ou acylmercap- 
tan) : 


R-CO - SCoA + H 2 0 ^ R-COOH + HS-CoA ; AG j = - 25 Uimol . 

Le produit de condensation est un aeyicoenzyme A ■ celui correspondant à [‘acide 
acétique (R a= CH 3 ) est l’acétyLcoenayme A ou acétyl-CoA. Ces groupements sont 
ainsi sous une forme activée. 

Le coenzyme A est un cosubstrat transporteur de groupements acyl et acétyl 
qui intervient dans de nombreuses voies du métabolisme. 
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d. Le pyrophosphate de thtamine (T PF) ou diphosphothiamine (DPT) 

Ce coenzyme dérive de la vitamine B] ou thiamine (fig. 3.54) ou aneurme dont 
la carence est â l’origine des troubles caractéristiques du béri-béri 



Nûÿau pyrtmidinç NuÿSii EftiaEeLkm 

Ttiiaminç nu vitamine B, 



TtMfftbte ^jfrDphasphatc nu TPP* OH OH 
Figure 3.54 Structure de la vil amine B n et de la tliiamine pynipSnsphatc- 


La TPP est toujours solidement fixée à l’enzyme. C’est un activateur du 
groupement aldehydique à partir d’un donneur qui est un composé cétonique. Le 
groupement aldéfiydique se lie au carbone n L 2 du cycle thiazoltum pour former « un 
aldéhyde actif ». 


R — C'E> — C0O H 


TPP 


R— CHÜII-C 


\ 




CO, 


Ce «enzyme participe en particulier à la réaction de décarboxylation oxydative 
des acides a cétoniques (acides pyrovique et o-cétoglutarjque) ainsi qu’au cycle des 
pentoses-phosphates , 

L’équation bilan, de la décarboxylation oxydative de l’acide pyruvique (fjg. 

3.55) s’écrit : 
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N, '■DH H * 


CH a — C— COÜH + KS-CoA ^ ^ -r CQ 3 + CHj— C - SCoA 

[| Kik-iipt^.r 11 

O 1 Q 

Acide- p/nivmiuc J Àiitlyl CoA 

Pymvale déshydropénase • 



NADH,H + 


NAI> + 


figure 3.55 Mécanisme simplifié (*) cl schématisé de la- décarboxylation oxydative 

de l'acide pyryvique. 


t. Autres coenzymes de transfert de groupements 

* Les iras participent au métabolisme des c/iaraons inoiiocitrhunés 

La bioüne ou vitamine H est un coenzyme de transfert de C0 2 inactivé par une 
protéine du blanc d'œuf : l’avidine. 

La biottne se lie solidement à rapoenzyme par une Liaison peptidique (entre son 
— COOH et un — NH ; en c d’une lysine). Elle existe également à l'état libre et 
combinée à la lysine (N-biotmyHysine ou biocytine) (fîg. 3.56). 

En présence d + ÂTP la biotine forme une adénosine pyrophosphate-biotine qui 
réagit avec CÜ 2 pour donner la N-carboxybiotine qui représente la forme activée du 
dioxyde de carbone. 


Exemple : Synthèse du malonyl CoA à partir de l'acétyl CoA 


i 

o 

Ajcétÿl CüA 


/ 

ATP + H. O 


ADP t P r 


O 

Mkfcmyl CoA 


L'acide folique et ses dérivés : acide tétrahydrofoMque (FH 4 ) qui est la forme 
active, dérivés polyglutamiques de FadcSe folique. Liés à des apoenzymes spécifiques 
üs constituent les ptéroprotéines qui sont des enzymes catalysant les transferts des 


(*) En réaSitf , cinq cocmijïneil imteFV-ieiinffiSU fWRqwie 3 ’on a mis en évidence k fonction d’urn F AD toms lorme 
Sçmt-qufponk|sifi (p. 155 ). 
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fijpin 3*56 La bibine. A. Structure- B, Mode d'aaion. 


groupements formyle — CHX), fomiimino hydroxy méthyle — CH 2 OH, 

La vitamine B n ou vitamine antianémique est le eoenzyme participant : 

— à des réactions d'isomérisation par migration mtr&moJéculaire d’un groupe- 
ment monocarboné ou d’un résidu glycine ; 

— à des transports de groupement méthyle ; 

— à des réductions des radicaux formyle m hydroxyméthyle en radical 
méthyle. 

Lûdénosyi-méthionine est le principal donneur de groupements méthyles sous 
la forme CHj , 


VUI. PRÉPARATION DES ENZYMES 


Elle n'est pas fondamentalement différente de celle des protéines ; il faut 
toutefois dans ce cas éviter au maximum la dénaturation, car la diminution de 
l’activité enzymatique apparaît de façon précoce. 

Les principaux temps de l'opération diffèrent selon L'enzyme, il n T y a pas de 
méthode absolument générale, toutefois on retrouve toujours : 

— une extraction* La plupart des enzymes étant endo cellulaire s (endoenzy- 
mes), l’extraction doit être précédée d’une préparation du matériel biologique ; 
broyage, congélations et décongélations successives, ultra-sons, etc. Les solvants 
d’extraction les plus courants sont : l’eau, les solutions salines diluées et tamponnées, 


jv riante 
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k glycérol... On procède selon les cas par épuisement systématique ou par 
macération . 

On obtient un extrait brut, qui doit être purifié : 

— une purification* c'est-à-dire une élimination de substances inactives par 
dialyse, électrodialyse, gel filtration, etc. 

— une séparation des protéines. On distingue : 

* les méthodes basées sur la solubilité des protéines ; précipitations fraction- 
nées (méthode de Colin) ; 

* les méthodes basées sur la masse motécuKalre des protéines : ultracentrifuga- 
tion, tamisage moléculaire ; 

* les méthodes basées sur la charge des protéines : électrophorèse, isoélectro- 
focalisation, chromatographie sur échangeurs d’ions ; 

* les méthodes basées sur les propriétés biologiques des enzymes : chromato- 
graphie d'affinité. 


Les îsoeitzymes sont mis en évidence par électrophorèse. 

L'exemple classique, mais il en existe beaucoup d’autres, est celui de la lacta te 
déshydrogénase ou lacticodéshydrogénase (LDH). Cette enzyme tétramérique résulte 
de l’association de deux types de monomères, symbolisés H et M. Les cinq 
isœnzymes correspondants aux possibilités d'association: M 4 , M 3 Hj, M 2 H 2 , 
MjHj, H 4 peuvent être présents dans un même organisme* ï'homme par exemple, 
avec une répartition variable selon les tissus (cœur, foie, muscle strié] mais aussi au 
cours de certains états pathologiques. 

— une précipitation de l'enzyme, un contrôle de k préparation par détermina- 
tion de son activité spécifique et les tests analytiques de pureté terminent cette 
préparation. 

Une bonne conservation est obtenue après lyophilisation de la solution 
enzymatique. 

Le- contrôle et J 'efficacité de ces opérations est fait en vérifiant l'intégrité des 
fonctions enzymatiques et en déterminant pour chacune d'elles : 


— le taux d'enrichissement, 

— k taux de récupération (ou rendement). 

Pour déterminer le taux d'enrichissement on mesure l’activité spécifique 
AS (en Ul/mg) de l’extrait avant purification et AS après. 

Le taux d’enrichissement est Tü> = — r ; on dit alors que f extrait a été enrichi 


TS fois. 


Pour déterminer le rendeinfsHtj on mesure l’activité totale AT (en Ul) de 


l’extrait avant purification et .4 F après. Le rendement est p - 


AT 
AT ’ 


La préparation d’enzymes est effectuée : 

— pour obtenir des enzymes pires afin d'étudier leurs propriétés ainsi que le 
mécanisme de la réaction enzymatique* en utilisant des techniques fines de 


recherche ; 
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— pour obtenir des enzymes pures utilisées comme réactifs dans les dosages 
enzymatiques et tes dosages ELIS A ; 

— pour obtenir des enzymes utilisées industriellement pour réaliser des 
transformations en biotechnologie. 


IX, L’ANALYSE ENZYMATIQUE 

L’analyse enzymatique est de pratique courante au laboratoire de biochimie ou 
d'analyses biologiques ; ce terme couvre la mesure de l’activité des enzymes et les 
dosages de substrats par voie enzymatique (*). 


A, Mesure de Factlvité des enzymes 

— La détermination d'une activité enzymatique qui est une expression de la 
concentration en enzyme est devenue une analyse courante. 

Ex* ; Dosages des phosphatases et des transaminases sériques t etc. 

Les méthodes de mesure de l'activité enzymatique sont nombreuses. Les unes 
sont essentiellement des techniques de recherche permettant une étude fine de la 
réaction enzymatique (polarisation rotatoire, méthodes d’analyse rapide). 

Les autres sont utilisées pour fa détermination des activités dans tes produits 
biologiques, en particulier en pratique médicale. On peut distinguer: 

* Les méthodes d'analyse chimique directe qui consistent à doser le substrat 
disparu ou le produit formé pendant un temps déterminé, dans les conditions 
expérimentales de détermination de V Les techniques de dosage sont souvent 
calorimétriques, elles peuvent être aussi volumétriques, patent iométriques ou 
spectrophotoméfriques. 

* Les méthodes cinétiques spectrophotométriques ou fiuorimétriques. Dans ces 
techniques on visualise la cinétique enzymatique ce qui donne une garantie du bon 
déroulement de la réaction lorsque Von obtient une droite. 

D’autre part, ici, te point initial et le point final de la réaction importent peu. 
Un tronçon de la droite permet immédiatement le calcul de AfVmin c'est-à-dire 
l’appréciation de l’activité enzymatique (5g. 3,57). 

Dans cette méthode cinétique,, il faut pouvoir observer la réaction sans la gêner 

ni la bloquer, et le produit ou le substrat ne se prêtent que très rarement à 
l'observation directe - 

11 faut donc utiliser un indicateur permettant de suivre la réaction. Une 
excellente solution a été trouvée dans le suivi de l'absorbance à 340 nm de la 
transformation : 

N AD" +2H^ NADH + H 4 

(“) Nous conseillons au lecteur (3e consulter l'ouvrage suivant : Principe des méthodes d'analyse bociiüitLque ; 
■de C. Au-digü. O. Dupont et F. Zûûs^n, Doin Ëdiieui, Tome I. p. 130 à I9Q. 
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\.P ï yj Absorbance 



Figure 3.S7 Courbe f = /(r ), dans, les conditions initiales, en présence d'un excès de substrat. 


car en effet seul NADH absorbe à cette Longueur d’onde. Cette réaction indicatrice, 
ou test optique peut être utilisée pour toutes Les réactions utilisant des enzymes à 
coenzyme NAD + : 


S + NADH + H* èsH 2 + N AD* 
ou pouvant être combinée à une telle réaction 

SL P + NADH + H* + NAD* 

Le couplage d'une réaction indicatrice complique les conditions du dosage, car 
dans ce cas deux enzymes agissent successivement* mais i) permet la détermination de 
nombreuses activités enzymatiques. 



Figure 3.58 Utilisation du lest optique pour le dosage de la lacticodeshydrogénasc sérique. 
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Ces méthodes cinétiques présentent des avantages multiples : spécificité, 
précision, rapidité, fiabilité, facilité dans F expression du résultat directement en 
unités internationales. Enfin elles s'appliquent aujourd’hui déjà à de très nombreuses 
enzymes et peuvent être facilement automatisées (ftg, 3*58)* 

On peut utiliser d’autres réactions indicatrices pour certaines enzymes particu- 
lières ou une technique fl uori métrique pour le dosage du coenzvme. 

B * Dosages enzymatiques 

• Le test optique peut également être utilisé pour le dosage de substrats par 
voie enzymatique. La transformation d'un substrat S peut s’accompagner de 
l'apparition (ou de la disparition) de NA DH + H + . 

SH, + NAD* â NADH + H + +P 

Lorsque la réaction est totale, la variation d’absorbance enregistrée à 340 nm 
est proportionnelle à la concentration initiale en substrat (fig, 3.59L 



Fljprt J. 59 Enregistre me ni optique de la réaction indicatrice Ion do dosage d'un substrat. 

Les conditions de manipulation sont assez différentes des méthodes d'analyse 
cinétique. On réalise ici une consommation totale du substrat présent. L'allure de la 
courbe n’a d’ailleurs aucun intérêt si ce n’est d’indiquer la lin de la réaction. La 
manipulation consiste à déterminer : 

— L'absorbance initiale A, à 340 nm qui mesure la concentration initiale de 
NADH, H + , en présence du substrat à doser de concentration (S) ; 

— L’absorbance finale A, à 340 nm qui mesure la concentration finale de 
NADH, H 4 , après disparition totale du substrat, (S) ~ 0, 

d'où àA mi = K x {$} 

La valeur de K est fournie par un étalonnage, ou par application de la loi de 
Beer- Lambert 
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Cette méthode est applicable immédiatement au dosage de certains substrats, 
comme le pynivate, le lactate ou l'alcool et à d'autres substrats, triglycérides, 
glycérol, glucose par combinaison avec une réaction indicatrice. 

Une nouvelle technologie de dosages enzymatiques, faisant appel aux électro- 
des à enzymes est récemment apparue*. 

Sa mise en œuvre consiste à utiliser une électrode indicatrice, par exemple à 
l + 0 2 dissous (électrode de Clark), ou au pH, ou au C0 2 etc,, recouverte d’une 
membrane contenant une enzyme immobilisée. 

Exemple : Dosage du glucose par la glucose oxydase. L’électrode i glucose est 
constituée d’une électrode â Cri dissous (électrode de Clark) recouverte d'une 
membrane contenant de la glucose oxydase immobilisée (fîg. 3.60). 
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Fl pire 3.60 Electrode h glucose. 

A, ÜMwitsge. B. Détail de Texiiémilé de l'électrode i enïyEBC- 


Le milieu réactionnel est constitué d’un tampon, saturé en oxygène dissous. En 
introduisant PéchantiUon à analyser, contenant le glucose à doser, on déclenche la 
réaction ; 


glucose +• O j +- HjO acide gîueonique + H 2 0 3 . 

La consommation d’oxygène, mesurée à l'aide de l’électrode de Clark, est 
proportionnelle à la quantité de glucose présent dans l’échantillon. Il suffit 
d’étalonner la consommation d'C) 2 en glucose pour disposer d’une méthode simple, 
spécifique et rapide de dosage. 


* Nous renvoyais le leL leur vta t ‘ouvrage 4t D. Lunde, Génie EflJjmaliquc, Duin tidllcur 1992. 
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X. L’UTILISATION INDUSTRIELLE DES ENZYMES, 

LE GÉNIE ENZYMATIQUE 

Les enzymes sont utilisées dans des entreprises artisanales, industrielles ou 
agricoles, le génie enzymatique est l’une des branches de la biotechnologie. 

La spécificité de leur action 3 leur fonctionnement dans des conditions de 
température relativement économique en font des catalyseurs très compétitifs face à 
ceux des procédés chimiques industriels classiques. 

Certaines sont utilisées sous une forme soluble et jetées en fin de réaction, 
d’autres sont immobilisées sur des supports insolubles et inertes permettant une 
réutilisation répétée et la mise au point de réacteurs en continu. 


A* Les différents procédés d 1 immobilisation des enzymes 


La fixation des enzymes sur un support rappelle leur fonctionnement in vivo ; 
ans son milieu biologique l’enzyme agit le plus souvent fixée sur une membrane, un 
rgamte. 

En recherche, on a pu créer des modèles théoriques destinés à comprendre et 
îterpréter le mécanisme d’action des complexes naturels. 

Cependant, ht fixation des enzymes est un moyen utilisé en biotechnologie pour 
iminuer le coût des opérations de bio-conversion en permettant une utilisation 
■pétée ou continue des enzymes, 

Les trois types de procédés de fixation sont ; 

— l'inclusion dans un gel, 

— l’adsorption sur un solide, 

— la fixation par liaisons covalentes (fig. 3.61). 
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Figure 3,61 Immobilisai ion ües enzymes. 

A. Inclusion dans un gel. B. Adsorptiem sur un solide. C. Fixation par liaisons covalentes. 
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I /immobilisation par inclusion revient à emprisonner l'enzyme dans les mailles 
du réseau d'une matrice polymérique ; gel de polyacrylamide, d'amidon, de 
çarraghénanes, d'algmates, d'acétate de cellulose, etc. L'enzyme fixée se présente 
sous forme de billes, de capsules, de membranes. 

C'est un procédé simple et universel, valable pour toutes les enzymes, mais les 
risques de fuite sont non négligeables si les mailles du réseau sont larges ; la cinétique 
enzymatique est compliquée par des phénomènes de diffusion de substrats et de 
produits si la réticulation est très serrée. 

L'immobilisation par adsorption sur un support consiste à lier l’enzyme à la 
surface d'un solide par des liaisons secondaires (Van der Waals, hydrogène* ionique, 
hydrophobe, etc.) qui s’établissent entre des groupements d'atomes de l'enzyme et 
des groupements du support. 

Les supports peuvent lire minéraux (verre, silice, argile, etc.) ou organiques 
(cellulose, amidon, collagène* DEÂE cellulose* etc.). 

La fixation est un processus simple et réversible, mais les risques de désurption 
de l'enzyme sont importants, et la fixation ne peut Être considérée comme spécifique . 

L’immobilisation par liaisons covalentes peut être faite sur un support ou par 
coréticulation avec d'autres protéines. 11 existe une grande variété de supports sur 
lesquels on ne peut greffer des groupements fonctionnels activés, organiques et 
minéraux, 

La coréticulation consiste à diluer l'enzyme avec une protéine inactive puis â 
réticuler l'ensemble à raide de glutaraldéhydc. 

L’avantage de ce procédé réside essentiellement dans La solidité de la Liaison 
enzyme-support, mais la nécessité d’activer certains supports, puis de procéder à des 
réactions chimiques délicates de fixation représente un inconvénient certain. 
L'enzyme ainsi fixée acquiert des propriétés exceptionnelles de résistance aux 
variations de température, et de pH. 


E. Utilisation industrielle actuelle des enzymes 

Les secteurs d'activité du génie enzymatique sont variés : 

• J 'agro-alimentaire : 

— production d'acides aminés 

— production de glucose 

— production de fructose en utilisant la glucose isomérase 

— amélioration des propriétés de boissons alimentaires : viscosité, clarifica- 
tion, digestibilité, goût, etc. 

— amélioration de procédés de panification 

— amélioration de la production de produits lactés ; 

t La chimie industrielle et pharmaceutique : 

— production d’acides divers 

— modification de la structure d'antibiotiques 

— chimie des stéroïdes 

— etc. 
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• autres secteurs : 

— textile 

— blanchissage 

— tannerie 

— etc. 
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La chaîne respiratoire : 
transfert d’électrons 
et phosphorylation oxydative 


Le processus le plus énergétique de la respiration cellulaire est accompli par 
une série de transporteurs d’électrons formant une chaîne d’oxydation ; des électrons 
sont transférés sur un accepteur final : l'oxygène (il existe d'autres accepteurs chez tes 
bactéries : le nitrate, le dioxyde de carbone, le sulfate). 

La différence de potentiel d'oxvdoréd action rend possible le transfert des 
électrons ; lorsque la différence de potentiel entre deux transporteurs est importante, 
une phosphorylation oxydative permet la synthèse d’un ATR 

Les systèmes transporteurs d’électrons des chaînes respiratoires, sont localisés 
dans des membranes : la membrane interne de la mitochondrie pour les cellules 
eucaryotes, te membrane cytoplasmique des bactéries qui possèdent une chaîne 
respiratoire. 


Membrane externe tmonoantinc oxydase, ATP «cyl Ces A s$nthétasc, 

NAl>* «yiocbrwmc C tWuçinse) 

EsfVàcc iiHtrmcmJbranabnt (acMnjrlote kinase, eréatijui lim-sc, 
muctotidc cïijsbMphiEC kEnasc) 


Membianes snlemes et crêtes (enzymes 4c la chaünc 
respiratoire, CoQ, cyrocbrames) 



Particuks spMrtqnjûs (facteurs couptaJiEï.) 


Matrice {en.ïyrr*c-s du cycle de Kicbs et mCubotaltw des acides jjtrasj 


Rgiut 4,1 Structure schématique de la mLiûehnndric et focalisation d'enayrnt». 


La localisation cytologique de la chaîne respiratoire dans la cellule eucaryote a 
été démontrée expérimentalement. On isole des mitochondries d'hépatocytes de rat. 
après broyage et centrifugation, Ces mitochondries mises en présence d f un substrat 
approprié, de phosphate, en milieu tamponné sont placées dans un appareil de 
Warburg ou un oxy graphe ; elles respirent i elles absorbent de l'oxygène et 
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incorporent du phosphate minéral En fractionnant les mitochondries, on constate 
que les membranes internes contiennent les transporteurs de la chaîne. 


A. Les constituants de la clialnt respiratoire 

Une chaîne respiratoire représente un complexe multi-enjtymatique dont les 
éléments sont disposés dans la membrane et regroupés en unités, chacune d’elles 
comprend des flavoprotéines, des cytochromes, des coenzymes quînoniqiies* des 
protéines à fer non héminiquc, du NAD + , 

1. LES FtAVOPROTÉINES 

« La NADK'désIiydriigéiiaiiË (FP,) catalyse la réoxydation du NADH ; c’est 
une FMN-flavoprotêine de masse moléculaire égale à 250.000 datons. 
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• La succinate déshydrogéra* (FP 2 ) catalyse l’oxydation du succinafe en 
fumarate ; c’est une FAD-flavoprotéine de masse moléculaire égale à 
25G.000 dallons. 
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• L’acyl CoÀ déshydrogénase (FP 3 ) catalyse l’oxy dation des acyls CoÂ 
(catabolisme des acides gras) en débydroacyls CoA, c'est une FAD-flavoprotline. 


Atyl C&A-^ j — FF, *-CoEQH^ 

Y 

ÉCjJ Cù A FP, CoEQ 


DéhydnMftyJ CèA 

• La glvcérolpbospbate déshydrogéuase (FF 4 ) catalyse l'oxydation du glycérol 
phosphate en dihydroxy acétone phosphate. C'est une FAD-flavoprotéine. 


OlycérioE- 1 ®-^ jT~ FP< 

Y \_FcNH_ 

DHAP FfiHj ** 


CoEOHj 


FcNH / 

^CoEO 


D’autres flavoprotéines ont été caractérisées, citons celles qui sont spécifiques de la 
choline et de la proline. 
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2, LES PROTÉINES A FER NON HÉMINIQUE (FeNHji 

Ces protéines* également appelées protéines fer-soufre (FeS), sont associées 
aux flavoprotéines. 

On ignore la nature exacte de l'organisation du complexe formé, aussi peut-on 
considérer les protéines fer-soufre comme des sous-unités constitutives des flavopro* 
îéines. 

Toutes les protéines FeS n’ont pas la même structure* pour certaines d ‘entre 
elles, le fer est compLexé par des atomes de soufre provenant des chaînes latérales de 
cystéine, pour d autres, le complexe formé renferme, en plus, du soufre sous forme 
minérale. Les protéines FeS sont des intermédiaires d’oxydo réduction entre les 
coenzymes des flavoprotéines et le coenzyme Q ou ubiquinone ; au coûts des 
réactions de transport d’électrons* les atomes de fer passent réversiblement de l’état 
ferrique à Tétât ferreux. 


3. LES CGENZYMES QUINONÏQUES 

Le coenzyme Q ou ubiquinone (fîg 4.2) est le transporteur liposojuble de la 
chaîne respiratoire mitochondriale , c’est le seul qui ne soit pas groupement 
prosthétique d’une protéine» Â côté de l’ubiqwinone, qui est une benzoquinone* il 
existe dans certaines chaînes respiratoires bactériennes des coenzymes naphtoquino- 
niques. 

Le cœnzyme Q établit une jonction entre les flavoprotéines et le système des 
cytochromes, sa situation de collecteur d’électrons est primordiale. 


CH r -0 

O 

A 

CH, 

CKr-O 

on 

X 
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CH,— 
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* 

V £CH 3 -CH 
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OH 



CH s 


GoEU : ferme osydéc qumonique 


CuEOHj ; forme réduite 
(laiS-dipliénolLquf 


ligure 4,2 Le coanime Q ou ubiquinone. 

Le nombre des unités isopréniques varie selon les espèces, il est de 10 chez les 
mammifères, de 6 à 8 pour d’autres organismes. 


4. LES CYTOCHROMES 

Les cytochromes ou pigments cellulaires sont des hé mo protéines présentant des 
spectres d'absorption comportant Le plus souvent trois bandes : deux dans le visible 
O et 0) une à la limite du visible et de TultravîolÊt (y ou bande de Kiélin) (fîg, 4,3). 

Leur molécule renferme un atome de fer* lié au noyau tétrapyrroîique* qui peut 
réversiblement passer de Tétât ferrique â l’état ferreux assurant ainsi un transfert 
d’électron 


Cyt Fe 1 * +e" j^CytFe 2 * , 
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Les bandes d’absorption lumineuse sont nettement plus intenses pour les formes 
réduites que pour les formes oxydées. Us sont généralement solidement fixés aux 
structures membranaires. Le cytochrome c fait exception ; facile à solubiliser et à 
purifier, sa structure est actuellement entièrement déterminée. 

On distingue trois séries de cytochromes» repérées &, b et c, chacune 
comportant des variétés plus ou moins largement distribuées. 


Absorbance AbsOrfeMie Absorbante 



Spçcçrc du cytochrome b 

— £près rïditlnn jwgnimïfii». oijfdü-i 
meme ipcetrc- en. présente d'anttmycLne A 


Figure 4,1 Spectres de la chaîne respiratoire. 


Dans les mitochondries de mammifères ou de levures et chez certaines 
bactéries la chaîne cytochromique comprend : 

* Les cytochromes (a + %) ou cytochrome oxydase 

Les cytochromes (a a 3 ) constituent le chaînon terminal des systèmes 
transporteurs d'électrons mitochondriaux, ils constituent un complexe appelé cyto- 
chrome oxydase* constitué de 2 sous-unités identiques et contenant des atomes de 
cuivre, les deux cytochromes a et a t ne diffèrent que par leurs spectres d’absorption. 

Les cytochromes a et a 3 possèdent un groupement prosthétique appelé hème A 
différent de la ferroprotoprophyiine IX des cytochromes b, c et c t (fig, 4,4). 

Le mécanisme par lequel 0 2 est réduit par le cytochrome (a + %) est encore 
obscur : 0 2 +■ 4 H + + 4 e~ -* 2 H 2 0, il est cependant remarquable de constater que 
ce transporteur contient du cuivre comme de nombreuses oxygénases. 

Il est vraisemblable que les électrons cédés par le cytochrome c sont 
directement acceptés par le cytochrome a puis transportés sur la sous-unité 
a j qui contient du cuivre. 


TIQhtE 


-rial 



U CHAINE RESPIRATOIRE : TRANSFERT D'ÉLECTRONS 121 



h 


HD H 


FtgHft 4,4 Structure de Thème A des cyîockomes a et c v 


Les cytochromes a + ü 3 sont inhibés par le monoxyde de carbone (CO) et 
J 1 acide cyanhydrique (HCN). 

* Le cytochrome c, 

La structure du cytochrome c est bien connue, car soluble il a été extrait et 
purifié des préparations mitochondriales, c'est une hétéroprotéine de masse moléculaire 
13 kDa, dont le groupement prosthétique est Thème C ou ferroprdtoporphyrine IX. 

L T héme est lié à la protéine par deux liaisons thioéther (fig, 4,5). 

Des différences apparaissent entre les cytochromes des espèces animales en ce 
qui concerne la nature et la séquence des acides aminés. 



J 

CH, 

l'OOH 

Figure 4 J Si maure de Thème C des cytochromes c ci c } . 
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• Les cjlochroiïies b et c, sont solidement imbriqués dans la membrane interne 
mitochondriale. Dans le cytochrome f, l'hème est lé à la protéine comme dans le 
cytochrome c, en revanche la protéine du cytochrome b n'est pas liée par covalence 
an groupement prosthétique. 

B. Les transferts d’électrons 

L'ordre dans lequel se succèdent les transporteurs n'est pas quelconque. 
L’étude spectrophotométrique de l’équilibre des formes réduites et oxydées des 
transporteurs, la mesure des potentiels d’oxydo réduction et l’emploi d’inhibiteurs 
spécifiques de chaque étape, ont permis de préciser l’évolution de cette chaîne. 

Toutes les réactions de transfert de cette chaîne sont des réactions d’oxydüré- 
d uct ion du type : 

ûXj + red 2 & red t + üx 2 
E-FMN + NADH,H + ^ E-FMNH 3 + NAD + 

Cyt c Fe 3 4 + Cyt a Fe 1 + ** Cyt c Fe^ + + Cyt a Fé 3 *' , 

Elles correspondent toutes I un échange d’électrons (électrons seuls ou 
accompagnés de protons pour former de l'hydrogène) et peuvent être décomposées 
en deux couples redox : 

oij + n e ' t* redi 
red 2 -ne " t* ox 2 . 

jffy ; Cyt a Fe ï+ - Cyt a Fe 3 + 

Cyt c Fe J + + e “ ^ Cyt c Fe 2 + 

Cyt c Fe 3 4 + Cyt a Fe 1 # v± Cyt a Fe 3 4 + Cyt c Fe : + 

E-FMN + 2 H + + 2e“ ï±E-FMNH 2 
NÂDH + H + -2e" s* NAD* + 2 H + 

E-FMN + NADH + H 4 ^ E-FMN H 2 + NAB + “. 

Les propriétés oxydantes ou réductrices de chaque couple sont déterminées par 
son aptitude à céder ou I capter des électrons. 

Dans une pile pourvue d’électrodes convenables, on peut déterminer pour 
chaque couple redox un potentiel d'oxydoréduction E traduisant le pouvoir 
réducteur. On a choisi arbitrairement, pour fixer l’échelle des potentiels, le potentiel 
de l'électrode normale à hydrogène égal à 0, Soit E = 0 pour le couple redox ; 

1/2 H 2 -* FT + <r 

dans les conditions ; température = 25 T, (H + ) - 1. pH 3 = 1 atna 
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On peut alors définir, pour chaque autre couple x Ox Red placé 

dans tes conditions (te référence (température 25 X, activités des deux formes égaies 
à l’unité), un potentiel standard ou potentiel normal, caractéristique du couple, et de 
la forme : 


E = E 0 


RT [n [Ox f 
[Red J 


avec £„ le potentiel normal, R la constante des gaz parfaits, T la température 
absolue, n le nombre d’électrons mis en jeu, F la constante de Faraday, 

Four les couples oxydorédueteurs biochimiques, l'activité en ions H + intervient 
très souvent et la température est généralement voisine de 30 "C, On calcule alors un 
potentiel normal physiologique symbolisé £J correspondant à 30 "C et pH = 7 
(tableau 4.2). 

Les valeurs de pour les différents transporteurs permettent de prévoir un 
ordre théorique de succession puisque k transfert doit se faire dans le sens des 
potentiels normaux croissants. Toutefois dans les conditions cellulaires, les activités 
des formes réduites et oxydées ne sont pas égales à l'unité et le potentiel 
d’oxydoiéduction E de chaque couple est alors donné par ta formule de Nemst : 


£ = 


£« + 


RT 

nf 


In 


(™) 
(red ) ' 


L’évolution de la chaîne respiratoire qui peut être prévue à partir des potentiels 
d’oxydoréduction a été dais ses grandes lignes confirmée par les données spectropho- 
tométriques et remploi des inhibiteurs spécifiques. Il ne faut toutefois pas perdre de 
vue que selon Tétai de la cellule le rapport des formes oxydée et réduite peut être 
variable ce qui modifie la valeur du potentiel d'oxydoréduction du système 
(tableau 4.1). 

Tableau 44 Répartition ei étal des. transporteurs dans la mïiochomMe (d'après Chance). 



NAB + -t N A DP" 

FF 

Cyl b 

Cyl c 

Cyl a 



(FAD + FMN) 




Concentration relative (Cyl r» l) 

19 

3,o 

0,9 

1,7 

1 

Peu rccnl âges à t étal réduit : 

— en aémbLdse normale 

53 

20 

16 

6 

<4 

“ en aériobiose réduite (ADP limitant) . 

90 

21 

17 

7 

0 


Les données spectro photométriques et l’emploi d'inhibiteurs spécifiques évo- 
qués d -dessus ont été perfectionnés par Chance, cet auteur a démontré que dans la 
mitochondrie en aérobiose et à T équilibre, te transporteur qui se trouve à l'extrémité 
la plus réductrice prédomine sous forme réduite, alors que celui proche de 
T0 2 prédomine sous forme oxydée. 
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Tableau 4.2 Caractéristiques des orydQOfdlKtkiiu de 9a chaîne respiratoire. 





A6‘ kl^TOl 

Synthèse 

Système d’oxydorédiictiûn 

àE^V 

par paire 

de liaison 


{pH 7.30 X) 

d'électrons 

riche 




(«-2) 

{1 ADP — 1 ÀTF) 

NAD h ï±NADH +H* 

^032 

+ 0,22 

- 42.2 

1- 

FP p* FP H- 

-0,1 

+ 0,14 

- 26.7 


2 Cyt b Fe J * «*2CytfrFe a * 

+ 0,04 

+ 0,19 

- 36,4 

1 - 

ÏCyte, Fe 1 * ^2Çyic 3 Fc^ 

+ 0,23 

+ 0,03 

- 5,85 


2Cyte Fe ,+ ?» 2Çytc Fe : + 

+ 0,2é 




■ 


+ 0,03 

- 5,85 1 


ÎÇyttf F e ] ‘ ^2CylflFe- + 

+ 0.2V 



■ 



+ 0,53 

- 103.4 

1 - 

1/2 O- O’’ 

+ 0,82 




Lorsque (a chaîne est bloquée par un inhibiteur spécifique, les transporteurs 
situés en amont du point de blocage sont tous à l’état réduit T ceux situés en aval sont 
tous oxydés. 

Ainsi l'antimydne A bloque la réoxydation du cytochrome 6 puisque les 
Oavoproréines, le cocnrymo Q et le cytochrome b sont â l’état réduit tandis que les 
cytochromes c, c ln a et a 3 sont à Fétat oxydé. 

L'amytal sodique, la roté noue, la piéricidine bloquent la réoxydation de la 
PP 3 par le CoE Q s la FP t est à Fétat réduit, le CoE Q et les cytochromes b » c, 
a et u j sont à l'état oxydé. 

Le cyanure inhibe la réoxydation du cytochrome (s + «j) sur l'oxygène, les 
flavoprotéines, le CoE Q, les cytochromes è, c, c if a et % sont à Fétat réduit. 

La séquence de la chaîne respiratoire mitochondriale est représentée dans la 
figure 4.6. 


C. La phosphorylation oxydative 

L ASPECT THERMODYNAMIQUE 

Â chaque transfert correspond une variation d'enthalpie libre : 

AG = - n F àE 

F représente le faraday. 96,500 G 
n le nombre d'électrons transférés 

àE la différence entre les potentiels redox des deux systèmes. 
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Figure 4*6 Séquence schématique de la chaîne respira (vire jTtitochürtdriale . 

Le signe - représente les réactions rtdox libèrent une quantité d'cnfhalpie suffisante pow permettre 
une phospliürÿlation. 

Le signe =? représente tes potins d'action de certains irdtibitâurs. 


Par exemple, si Fon considère Foxydation d’une mole de NADH, H* dans la 
chaîne respiratoire» le bilan peut s'écrire 

NADH> H + +0 2 ^HAD 4 + Hp 

^onàd + /nadh.h + = - 0.32 V 

e 0 Ui/HjO = + v 

âEé = (+0,82 V)- (-0,32 V)- + 1,14 V . 

L enthalpïe libre standard est donc épie à : 

âO # fï = - 2 x 96.500 x 1,14 « - 22 , 1 0 4 J = - 220 kJ/moL 

Trois réactions de transfert d’électrons ont un |AGJ,| ^ 29,3 kl/mol 

NADH P H + + F P ^ NAD+ + F Pi H 2 

2 cyt b Fe 2 4 + 2 cyt c } Fe 5 ' ^ 2 cyt b Fe î+ + 2 cyt c, Fe" + 

2 cyt flj Fe 1 + + 1/2 0 2 ^ 2 cyt u 3 Fe 3 * + O 2 . 
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À chacun de ces stades Penthalpic libérée par la réaction d’ oxyde réduction autorise 
là phosphorylation d'un ADP : 

ADP + Pj ATP + Hp iG’ù = + 233 kJ/mol 

cette réaction étant endergonique (AG^d). 

On parle , dans ce cas, d'oxydation phosphorylante au niveau de la chaîne 
respiratoire et c’est là l’essentiel de l'origine de l'énergie dérivant du catabolisme. 

Une partie seulement de l’enîlialpie libérée est récupérée sous forme de 
« liaison riche en énergie », le reste est dissipé sous forme de chaleur! le taux de 
récupération est égal à : 

P = x 100 # 40 * . 


2. LE RAPPORT P/O 


A raide d'un appareil de Waiburg ou d'un oxygraphe, on mesure le rapport 
P/O lorsque différents substrats sont oxydés par une suspension mitochondriale. 

Le rapport P/O est celui du nombre de moles de phosphate inorganique (P) 
incorporé par phosphorylation au nombre de moles d'atomes d'oxygéne (O) 
consommé ; 

P/O = 3 lorsque le NADH, H + est réoxydé 
P/O - 2 quand le substrat est le succinate 

P/O = 1 pour certains diphénols ou pour l'acide ascorbique qui réduisent 
directement le cytochrome t\ 


3. COUPLAGE ENTRE PHOSPHORYLATION ET TRANSFERT DES ÉLECTRONS 

L'expérience de respiration contrôlée démontre l’existence de ce couplage 
(fig. 4.7). 
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On incube des mitochondries dans un milieu îsotonique tamponné à pH7,4, 
contenant du phosphate, du magnésium, saturé en oxygène et thermostaté. 

On introduit dans cette suspension un substrat oxydable, comme du pyruvate» 
et Ton mesure La consommation d'oxygène dissous à l’aide d’une électrode de Clark, 
On constate que les mitochondries respirent lentement et pourtant» à première vue» 
toutes les conditions semblent réunies pour assurer une oxydation rapide du 
pyruvate. Si l’on ajoute une quantité limitée d'ABP» on observe une stimulation 
immédiate et temporaire de la respiration. La respiration stimulée cesse dès que 
l’ADP ajouté a été entièrement transformé en ATP. 

L'expérience de respiration contrôlée puis stimulée permet de tirer deux 
conclusions, la première est qu’il existe un couplage entre transfert d'électrons et 
phosphorylation, puisque la phosphorylation contrôle te transfert des électrons, la 
seconde est que l'ADP est un activateur de la respiration mitochondriale. 

Les découplants comme le 2-4 dinitrophénol ou le diooumaroi (Fig. 4. 8) sont 
des agents chimiques qui abolissent la phosphorylation tout en permettant aux 
oxydations de se poursuivre ; F addition d’un découplant stimule le transfert des 
électrons 



2-4 dinitfDphérol 



Figure 4,8 Décou planta, 


La plupart des découplants sont des molécules Itposolubles possédant un 
groupement acide faible (fonction phénol). 


4, LE MÉCANISME DU COUPLAGE: LA THÉORIE CHÏMlO-OSMOTlQUE DE 
MITCHELL 

Cette théorie proposée en 1961 par un chercheur anglais, Peter Mitchell, et 
consacrée par un prix Nobel en 1978» suggère que le transport des électrons dans la 
chaîne respiratoire éjecte des protons <H + ) de la matrice mitochondriale vers 
l'extérieur et que Je gradient électrodiimiquë ainsi créé assure la synthèse d'ATP, 

• Arguments expérimentaux 

Un certain nombre d'arguments apportent une confirmation expérimentale à 
cette théorie : 

— les déeouplanîs annulent le gradient de protons et suppriment la phosphory- 
lation, Ces molécules agissent en transportant les ions H* grâce à leur fonction acide, 
au travers de la membrane mitochondriale qu'ils traversent grâce à leur liposoiubi- 
lité ; 





t£ft siochihæ métabolique 


— Ja phosphorylation n’est possible que si l'intégrité de la membrane 
mitochondriale est respectée ; 

— des mesures de pH fondées sur des techniques de RMN du phosphore ont 
permis d’établir que le pH extcamitochondria] est inférieur de 1 ,4 unité au pH de la 
matrice. 

* Arguments thermodynamiques 

L’accumulation des protons crée un gradient électro-chimique que l’on peut 
assimiler à un état stationnaire, le flux sortant étant compensé par le flux entrant. Ce 
gradient représente de l’énergie potentielle à la manière de Peau accumulée dans un 
barrage hydroélectrique. Les protons, en réintégrant la matrice mitochondriale, 
traversent des sites particuliers de la membrane, appelés ATP synthétise qui 
permettent de convertir l’énergie du gradient en ATP. 

Un calcul approché permet d’estimer la valeur du gradient exprimée en volts et 
la quantité d’enthalpie libérée par le transfert d’une mole de protons du comparti- 
ment extra- vers le compartiment intramitochondrial 

»T 

AV - Mî - A pH t 
F 

expression dans laquelle : 

AV représente le gradient électrochimique de protons en volts. 

Ail représente le potentiel de membrane qui est polarisée positive à l’extérieur et 
négative à l’intérieur A/T = 0,14 V. 

A pH représente le gradient de pH (acide à l'extérieur) : A pH s - 1,4. 

AV = 0,14 - 0,058 x (- 1,4) = 0,224 V . 

La quantité d’enthalpie libérée par le transfert d’une mole de protons est égale à 
-21,6 kJ/moL 

Sachant que l’enthalpie de synthèse d’une mole d’ATP est égale à 
+ 29,3 kJ/mol, il faut le transfert d’une paire de protons pour que l’énergie libérée 
soit suffisante 


ADP + P j -> ATP + HP A G'% = 29,3 kJ/mo! 

• Comment le gradient électrochimique de protons est-il créé ? 

En 1968, P, Mitchell postule que les transporteurs d’électrons sont orientés 
dans la membrane de telle façon que des protons soient pompés de façon univoque de 
la matrice vers l’extérieur. 

Un certain nombre de modèles ont été proposés celui représenté sur la 
figure 4.9 prend en compte des données récentes, mais d’autres solutions restent 
vraisemblables.. 

# Mécanisme de la synthèse d’ATP 

Au microscope électronique, une fraction de la membrane interne présente des 
formations particulières, appelées granules pédoncules, elles ont la forme d’une tige 
reliant une sphère de 9 nm à la membrane interne. 
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Figure 4.9 OrgamsaiiéEi tfei tran^orieur» membranaires miîochnndrtaux. 

Le NADH, H* imramliochondriaL réduit 3a FF, membranaire. La FP^FMNHL $e réoxyde en éjectant 
une paire de protons vers te cran parti me ns cstramilochondria] et en cédant deux électrons I des 
protéines i fer non hém inique (F&NH) puis à ] ' ubtqn inone Q. Ce CGCnzymç mobile dans la membrane 
du fait de sa liposolubililé joue un rôle primordial. Deux électrons sont captés par deux molécules 
de coenzyme deux protons sont pompés dans la matrice mitochondriale, les deux molécules 

d h i|bil|uinirnc sont sous forme sera i -q ui iwniquE ({? H*). Une scmj-qtlinonc après avoir accepté un 
électron de cytochrome h cl un pralott pompe dans la matrice se transforme en quinone réduite 
Q H j. Chaque hydroquinone cède un électron au cytochrome r, et restitue un électron au cytochrome 
f>, deux paires de protons sont Éjectés. Les deux électrons sont ensuite envoyés sur l'oxygène par 
les cytochromes r r a et Oj. 


Un traitement aux ultra-sons et à la trypsine permet d'obtenir des vésicules 
mitochondriales dépourvues de ces structures, elles assurent le transport des 
électrons, mais la synthèse d’ATP est abolie. 

Ces granules représentent le complexe Fq-F^ ou ATP synthétase, constitué de 
deux sous-unités reliées par une tige protéique ; le facteur de couplage P s responsable 
de la synthèse d'ATP et La sous-unité F 0 , solidement imbriquée dans la membrane, à 
rôle protonophore (fig, 4.10). 

Le mécanisme de cette synthèse n’est pas totalement élucidé. Lorsqu’une paire 
de protons traverse la sous-unité il se produirait un changement de conformation 
dans le complexe Fg-Fj. Cette transconfonnâtion correspondrait à un état activé, 
l'énergie du transfert serait convertie sous une forme mécanique, puis transformée en 
énergie chimique par synthèse d’ATP 

• Régulation de la respiration mitochondriale 

Dans les conditions métaboliques normales, la chaîne respiratoire n'atteint pas 
sa vitesse maximale, la respiration est adaptée aux besoins de k cellule. 

Le facteur régulateur le plus important est le taux d’ÀDP (fig, 4.7). Une forte 
consommation d’ATP fait apparaître un taux élevé d T ADF„ la respiration est 
stimulée. 
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Figure 4,10 L’AIT syntMlase . 


D, La perméabilité de la membrane interne mitochondriale 

La membrane externe mitochondriale est perméable à la quasi totalité des 
métabolites, en revanche, la membrane est imperméable à la plupart des ions et des 
molécules. 

Des questions relatives aux transferts et liées au fonctionnement de la chaîne 
respiratoire se posent dès lors de façon très claire : 

— le NADH* H 4 produit dans le cytosol au cours de la glycolyse est réoxydé 
dans la chaîne respiratoire bien que la membrane interne mitochondriale soit 
imperméable au NÂDH t H + et au NAD 4 , 

— i’ATP synthétisé dans la mitochondrie est utilisé dans le cytoplasme, ceci 
malgré l'imperméabilité de la membrane à l’ATP et à l’ADP- 


1. LK NAVETTES TRANSMEMBRANÂIRES k HYDROGÈNE 

Les électrons accompagnés de protons du NADH, H* pénètrent dans la 
mitochondrie associés à des molécules appelées navettes, pour lesquelles il existe des 
transporteurs enzymatiques, 

• La navette glycérol phosphate (fig. 4.11} 

La glycérol phosphate déshydrogénase cytoplasmique réduit le dihydroxyacé- 
tone P (DHAP) en captant les deux électrons et les deux protons du NADH, H* , le 
glycérol phosphate traverse la membrane mitochondriale ; dans la mitochondrie, 
cette molécule est réoxydée par La FIV Le bilan en ÀTP est de deux ÂTP formés 
pour un NADH, H* cytoplasmique réoxydé. 
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Figure 4.11 La navel te glycérol ptraphaic. 

« La Bavette malate-aspartate (fig. 4 . 12 ) 

Loxaloacétate cytoplasmique sous L'effet de la malate déshydrogénase capte 
les deux électrons et les deux protons du NADH, H 4 , le malais qui eu résulte 
traverse la membrane mitochondriale et passe dans la matrice. 

Une malutc déshydrogénase réoxyde ce métabolite en réduisant un N AD + en 
NADH, H + . 

L’oxaloacétate produit de cette réaction traversant mal la membrane est 
exporté dans le cytoplasme sous forme daspartate après une réaction de transamina- 
tion. Cette navette, à la différence de celle du glycéraldéhyde phosphate est 
réversible et ne consomme pas d'énergie, la réoxydation d’un NADH, H + 
cytoplasmique produit 3 ATF, 

2. L ADÈNYL NUCLÉOTIDE TRANSLOCASE 

Ce transporteur enzymatique, localisé dans la membrane interne, assure un 
échange -diffusion . 

L'entrée d’un ADP dans la mitochondrie requiert la sortie d'un ATF. 

Ce phénomène n’est pas une diffusion sous le seul effet du gradient de 
concentration, puisque les activités ne sont pas égales dans les deux compartiments. 
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Acctyl CoA 
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Figure 5 * I Le cycle de Krcbs, 


1. Citrate jynlMtase 

2, AwultMe 

}. Aconiîase. 

4, IsocHratc-dÉshydruyenasc 
5„ Isoctrraïe-déshydregéiîase 


6. u-cétogJutaratc d£shydrt>gj£nasc 

7. SuccinyS^CpA-çymthiÉlase 

8. Sueeïîtale'ddsbydïoiénase 

9 . Fbmtrase 

10. Malate-déshydrogéna&c 


* Ce»e molécule d'«u «si écriie pour tyiulibcer Le bilan, mais n’ intervient pas dans le mécanisme de La réaciiim. 
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citrate synthétase F isocitrate déshydrogénase , a-cétoglutarate déshydrogénase , succi- 
nyi-CoA synthétase , fiimarase* ma late déshydrogénase, ou liés à la membrane 
interne mitochondriale : sçonitase, succinate déshydrogénase. 

Certaines des enzymes du cycle n'existent pas seulement dans la mitochondrie » 
mais également dans U cytoplasme : raconitase, Lbocitrâte déshydrogénase 
NADP* spécifique, la fuma rase t la malate déshydrogénase, 


B* Etude des «tapes du cycle 


1. LA FORMATION DU CITRATE 


Le citrate est formé par condensation de Taeétyl CoA avec Foxaloacétate, la 
réaction est catalysée par la citrate synthétase. Le citryl CoA, intermédiaire de la 
réaction reste lié à l'enzyme 
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2. LlSÜMÉRISÂTJON DU CITRATE 

L' isomérisation du citrate en isocitrate, catalysée par l’aconitase, est réalisée 
par une déshydratation suivie d'une hydratation. 
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A l'équilibre, U y a peu d’isocitrate (6 %) dans la cellule» devant la quantité de 
citrate (91 %) t mais la réaction évolue cependant vers la droite car c'est l'isoeitrate 
qui subit les réactions de transformation du cycle. 
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3. L’OXYDATION DE LTSOCITRATE 

Lisocitrate est oxydé et décarboxylé en ne-cétoglutarate {2-oxo-gJutarate) t la 
réaction est catalysée par l' isocitrate déshydrogénase 
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IL existe deux types d'isocitrate déshydrogénase* les enzymes mitochondriales 
sont à NAD* et à NADP + , l'enzyme cytoplasmique est à NADP + . C’est Penzyme à 
NAJD + qui joue le rôle essentiel dams le cycle de Krebs* les enzymes à 
NA0P + assurent une autre fonction. 


4 . DÉCARBOXYLATION OXYDATIVE DE U^CÉTOGLUTARATE 

La décarboxylation de Pae-cétoglutarate est catalysée par Poncëtoglutarate 
déshydrogénase, Ce complexe multienzymatique de masse moléculaire élevée 
{2J . 1Û S daltons chez £. coti) fait intervenir quatre Granzymes (*) 
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Le mécanisme de cette réaction a été décrit figure 3,55, page 106, 


5. LA TRANSFORMATION DU SUCCINYL CoA EN SUCCINATE 

La conversion du sucdnyl CoA, composé riche en énergie, en succmate 
s'accompagne du transfert de l’énergie de la Liaison thioester sur le GTP. La réaction 
est catalysée par une suceinyl CoA-synthétase, 


(*) En réalité cinq Lfpcmymcs intervienne ni , puisque i'4D a 01» en évidente la fonettan cfii.fi FAD SfttiS fbffrK 
SC mi -q Lunatique. 
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Le bilan de celte réaction peut s’écrire : 

COOH 

COOH I 

I CH; 

HKdnyl-CoA | 

r 4 Kio yx ■ •»«>.* 

r ry 

C ^sCoA. 
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COOH 



Le mécanisme de la réaction fait intervenir un intermédiaire phosphorylé de 
l'enzyme : 

Sucdnyl CqA + E ■ E - SCo A + sueciMte 

E ^ SCoA + P, i E ® + CüASll 

E - % + OOP ... -, » E + ÛTP 

Le GIT formé permet la synthèse d'ATP, grâce â une transphosphorylation 
catalysée par une nucléoside diphospho kinase , Cette phosphorylation an niveau du 
cycle de Krebs se différencie en tous points de celle de la chaîne respiratoire. 


é, L'OXYDATION DU SUCCINATE 

Le succinate est déshydragénë en fumarate* la succinate déshydrogénase 
(FP 2 ) est une flavoprotéine à FAD (p. 118), liée à des protéines fer-soufre* 
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Cette enzyme est inhibée compélilivemenl par le malonate |p. 67) ; une 
suspension mitochondriale, en présence de pyruvate en milieu tamponné, est 
empoisonnée par cet inhibiteur avec accumulation de citrate dans le milieu . 


7 HYDRATATION DU FUMARATE 


L s hydratation du fumarate en L-malate est catalysée par la fumarase, 
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La réaction est réversible. 
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8. L’OXYDATION DU MALATE 


La dernière réaction du cycle de Krebs est une oxydât son du malale en 
oxaloacétate, catalysée par la maîate désbydrogénase, enzyme à NAD + , 
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Cette réaction est réversible. L’utilisation de Foxaloacétate déplace l 1 équilibre 
vers la droite. 


CoddudoA 

Le bilan simplifié d’un tour de cycle de Krebs est simple à établir : 

— deux décarboxylations : 2 C0 2 sont rejetés, 

— quatre déshydrogénations ; réduction de 3 NAD + , et d'un FAD, 

— une liaison riche en énergie est créée. 

Des expériences de marquage isotopique ont démontré que les 2 molécules de 
CÛ 2 ne proviennent pas de l’acétyl Go A, mais de Toxaloacétate. 


C . Bilans du cycle 

1, BILAN MOLÉCULAIRE 

On peut faire le bilan du cycle de Krebs sous forme d’une réaction globale en 
additionnant membre à membre chacune des réactions du cycle : 

CHjCO - SCoA + mp + GDP + H 3 PG t 4 3 NAD" + FAD -, 

- CoASH + 2 COt + GTP + 3 NADH, H * + FADHj . 

En simplifia ut récriture, le bilan devient : 

C H j — C.: Ü-— SCo A - 3 H -O SjH J + HSCoA + 2 C0 3 

GDP + H, PO, GTP + HjO 

2. BILAN ÉNERGÉTIQUE 

L’oxydation complète d’une molécule d’acétybcoe azyme A permet la synthèse 
de 3 NADH, H* qui réoxydés dans la chaîne respiratoire créent 3 fois 3 soit 9 ATP, 
un FADH 2 qui réoxydé libère 2 ATP, plus un GTP créé au niveau de la réaction de 
conversion du succinyl CoÂ en succinate. 

Soit un bilan de 12 ATP synthétisés par mole d’acéty! cœnzyme A , 
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D< Place du cycle de Krebs dans le métabolisme intermédiaire 

1. ORIGINE DE L’ACÊTYL COENZYME A 

* Origine juridique 

Le catabolisme glucidique aboutit à un métabolite commun : 3e pyruvate, La 
décarboxylation oxydative de cette molécule produit de Paeétyl CoA, la réaction est 
catalysée par un complexe muïtienzymatique ; la pyruvate déshydrogénase. Le 
mécanisme de cette réaction a été décrit page 106, 

C H) -C~CCOH , HS'CoA . CO, + CH,— C- SCO A 

Il TPP \ ' Il 

O f acide \ O 

pynrtilc NAD ,+ J'poï^Lic maph,h + 

* Origine lipidique 

Les acides gras sont dégradés par une voie métabolique appelée hélice de 
Lynen, à chacun des tours de spire de cette voie catabolique, un chaînon bicarboné 
est enlevé sous forme d'acétyl CoA (p. 185), 

* Origine protidique 

Du point de vue de leur catabolisme les acides aminés peuvent être classés en 
deux catégories : 

— les acides aminés glucoformaleurs qui rejoignent le métabolisme glucidique, 

— les acides aminés cétogines dont le catabolisme aboutit â Pacétyl CoA. 
Certains acides aminés sont à la fois g lu coformateurs et cétogènes. 

2. DÉPART DE CHAÎNONS CARBONÉS VERS LES VOIES DE SYNTHÈSE 

Â côté du rôle énergétique assuré par le cycle de Krebs, coexiste une autre 
fonction, certains intermédiaires du cycle peuvent servir de précurseurs pour la 
biosynthèse de certains acides aminés. 

Ainsi l’flteétoglutaraîe est transaminé en acide glutamique, lui-même précur- 
seur de la pr<?lme et de l'arginine. 
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(*) AL AT : a l&nine a miiHJt raiu F£ rist 1 
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L’oxaloaoétate est trànsammé en acide aspartique» lui-même précurseur de la 
lysine, de la thréonine, de b ^alanine et des hases puriques et pyrimidiques. 
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3. LES RÉACTIONS ANAPLÉROTtQUES DU CYCLE DE KREB3 


Les prélèvements que fait la cellule sur les métabolites du cycle de Krebs sont 
compensés par des réactions « nourricières * appelées réactions anaplérotiques. 


* Carboxylation du pyruvate 

La réaction se déroule dans La mitochondrie, catalysée par la pyruvate 
carboxylase. Un ATP est hydrolysé pour fournir l'énergie à la synthèse d'une liaison 
C-C. 
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* Carboxylation du phosjdKiéûol-py'irtïvale (PËR) 

Le PEP métabolite de la glycolyse (p, 151) est un composé riche en énergie, 
Tenthaïpie libre d’hydrolyse de ta liaison énol-phosphate est relie que non seulement 
elle ne nécessite pas d f apport énergétique supplémentaire, mais permet en plus b 
synthèse d’un GTP. La réaction est catalysée par une PEP carbosyhinase. 
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E* La régulation du cycle de Krebs 

La vitesse du cycle de Krebs est adaptée aux besoins énergétiques de la cellule, 
outre un mécanisme physicochimique fondé sur les lois de déplacement des équilibres 
U existe un contrôle enzymatique de l'activité de cette voie. 

(*) ASAT ; upnm? amirKxtraasféraæ. 
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Trois étapes du cycle de Krebs sont des points de régulation: 

■ La citrate synthétise est une enzyme allostérïque inhibée par l'ATP. C'est un 
exemple qui illustre bien le rétro contrôle d'une voie par action d J un effecteur (on 
peut considérer PATP comme le produit final de cette voie) sur la première enzyme, 

* L’isoçElrate déshydrogénase à NAD* est activée allostériquement par F ADP. 
ce qui revient à fortement diminuer la vitesse d’oxydation de J'isocitrate lorsque la 
charge en ATP de la mitochondrie est importante. 

• L'o-cétoglutarate déshydrogénase est inhibée par le succinyl Co A . produit de 
la réaction quelle catalyse et par le NA DH, H + , 

Compte tenu de I "importance du catabolisme glucidique dans le métabolisme 
cellulaire, on est amené à étudier la régulation de l'approvisionnement du cycle de 
Krebs en acétyl CoA issu de la décarboxylation oxydative du pyruvate (p. 106), 

Cette réaction est catalysée par un complexe multienzymat ique appelé pyruvate 
déshydrogénase. 

Ce système enzymatique existe sons forme inactive phosphorylée (dans cette 
ferme inactive un résidu séryl est phosphorylé) et sous forme active dé phosphorylée. 
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Figure 5.2 JUgutatiun de la pyruvate déshydrogénase. 


La phosphorylation de l’enzyme, par transfert d’un phosphate provenant de 
r ATP, est catalysée par une sous-unité enzymatique du complexe lui-même, appelée 
pyruvate déshydrogénase kinase, dont l’activité est contrôlée par plusieurs modula- 
teurs, le plus important étant une activation par le NÂDH, H + » 

De même, l'activation par déphosphorylation est catalysée par une phospha- 
tase, sous-unité du complexe multienzymatique, contrôlée par le pyruvate qui 
l’active. 
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Le métabolisme glucidique 


Les nombreuses réactions du métabolisme intermédiaire (une seule cellule peut 
renfermer plusieurs centaines d'enzymes) n’évoluent pas isolément, elles sont 
regroupées selon certaines voies assurant la transformation des substrats. 

Toute voie, anaboliquc ou catabolique, est une succession complexe de 
réactions faisant intervenir* outre les substrats, des enzymes et leurs coenzymes ainsi 
qu 'éventuellement des composés énergétiques. 

Dans chacune de ces voies, il est possible de distinguer deux phases : 

— une phase spécifique, dans laquelle les composés métabolisés renferment 
quatre atomes de carbone ou plus et possèdent la structure caractéristique de leur 
groupe (structures glucidique, lipidique, protidique) ; 

— une phase commune, dans laque Oe les substrats* qui comportent générale- 
ment moins de quatre atomes de carbone* sont communs â plusieurs voies et 
permettent des passages de l’une à l'autre. Ces substrats communs comme le 
pyruvate et racétyl-coenzyme Â sont encore appelés des carrefours ou des plaques 
tournantes du métabolisme. Au cours de cette phase des réactions de condensation 
peuvent toutefois conduire à des composés communs ayant un nombre plus élevé 
d'atomes de carbone. 

Les divers métabolismes ont des localisations cellulaires différentes* mais ils 
sont liés les uns aux autres par l'aspect énergétique, les substrats communs et les 
phénomènes de régulation. 

Les métabolismes glucidiques (fig, 6,1) et lipidiques sont essentiellement 
énergétiques, le métabolisme azoté (nucléique et protéique) est structural* fonction- 
nel et vecteur <f information. 

Cette subdivision, qui rappelle la distinction entre les aliments énergétiques et 
les aliments plastiques, est elle-même imparfaite puisque les copules carbonées 
d'amiiioacides peuvent avoir un rôle énergétique et que la cellulose* les lipides 
complexes, etc,, sont des constituants de structure de la matière vivante. 


I. LA GLYCOLYSE 


Les glucides, le glucose en particulier, représentent pour l'ensemble des 
organismes* qu’ils soient autotrophes ou hétérotrophes. la source d’énergie chimique 
fondamentale, facilement et rapidement mobilisable. 
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r 




Figurt 6.1 Vue d’ensemble du métabolisme glucidique 
dans la cellule grümale. 


Les nutriments glucidiques sont essentiellement des hexoses (glucose, fructose, 
galactose, mannose) qui ne sont métabolisés qu après activation sous forme d'esters 
phosphoriques ou hexoses-phospbates. De même, les formes de réserve cotnme le 
glycogène et l'amidon font intervenir dans leur métabolisme les dérivés phosphorylés. 
Les enzymes du type amylase n'ont en effet pratiquement pas de rôle au niveau 
cellulaire à quelques exceptions près : graines en germination, digestion du glycogène 
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Figure 6.2 La gtycolyse. 
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La seconde émpe est un transfert du phosphate sur FAOP sous l'action d’une 
3-phosphoglycérate kinase. Le groupe transféré est le radical phosphoryle ?0] " 
comme pour toutes les kinases. 

]-3 di phosphoglycérate + ADP s* ATP + 3-phosphoglycérate 

AG{> s - 18 J kJ/mol . 

La valeur fortement négative de l’enthalpie libre standard de cette réaction explique 
l'évolution de la réaction précédé nte. 

Lc bilan de cette transformation s’établit donc ainsi : oxydation de la fonction 
aldéhyde en fonction acide couplée à la formation d’une liaison énergétique stockée 
par F ATP. 

* IFbontérisadon du 3- phosphoglycérate 

3-phosphoglycérate 2-phosphoglycérate AG * ü = 4,4 kJ/mol , 


Réaction catalysée par des phosphogiycérate-mutases, certaines nécessitant du 2-3 
diphosphoglycérate. 


130 O 
\ 4 
C 
3 

H — C — Ütl 


CH -0--® 


HO O 

\ * 

H— C-O— ® 

I 

CH,-- O — © 

cofacitür 


PlKMphfr 

glptéru- 

imutaw: 



C Itj — £.ï — ® 


cofirtcui 
fégi nérë 


HO 0 
\ 4 

C 



CK,OH 


• Formation, du phosphocnolpyrtivate (PEP) 

2- phosphoglycérate t± phosphoénolpyruvate + H >0 AGjj = + 1,6 kJ/mol * 

Cette réaction, catalysée par des énolases, est inhibée en présence de phosphates, par 
les fluorures qui forment un complexe E-phosphate-Mg^-fluorure, Ainsi s’explique 
le rôle a ntiglyco lytique du fluorure et son utilisation. 

On peut considérer qu’il S'agit d + une oxydoréduction interne (oxydation de 
C 2 par départ d’hydrogène et réduction de C 3 par départ de Fhydroxyle). 

CGC H COOH 

I Enola&c \ 

CH-U-© C-O-0+H.Ü 

I t| 

CH, OH JL 


* Formation du pyruvate 

phosphoénolpynivate + ADP ~+ pyruvate + ATP AG ’ Q = - 23,8 kjmol , 

Cette réaction catalysée par les pyruvate- kinases > qui constituent un .groupe 
d’ isoenzymes, est pratiquement irréversible compte tenu de AGq. L’énergie accumu- 
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lée dans PATP résulta de la tautomérisation spontanée de l'énolpy mvaic en pyruvate 
stable pour laquelle ûGp est voisin de — 33,4 mol " \ ce qui est une contribution 
tris importante. 


B» Bilans moléculaire et énergétique de la glycolyse 


Le bilan moléculaire final de la glyeolyse est le suivant ; 


QHjiOj + Z N AD” - * 2 CHj-C-COOH -h 2 NaDH, H 

gluroÉ* r \ O pyruvjic 

2 ADP 4 2 p f 2ATP + 2H,0 


L'oxydation d’une mole de glucose en deux moles de pyruvate s'accompagne 
d’un pin net de deux ÂTP, 

La première phase de la glyeolyse qui aboutit à la formation de deux trioses- 
phosphates consomme 2 moles d’ATF par mole de glucose, 

La dernière phase qui transforme 2 moles de 1-3 diphosphoglycérate en 2 moles 
de pyruvate produit 2 moles d'ATP par mole d’acide pyruvique. 

Le bilan énergétique est simple à établir : 2 x 2 - 2 — 2 ATP produits par mole 
de glucose transformé. 

L’oxydation d T une mole de glucose en deux moles de pyruvate s'accompagne 
aussi de la réduction de deux moles de NÂD + ; en aérobiose, la réoxy dation dans la 
chaîne respiratoire mitochondriale des deux moles de N AD H, H + produit un 
nombre supplémentaire d’ATP : 

* 2 ATP par mole de NADH, H + si la navette de transport des 2[H ] 
cytoplasmiques vers la mitodiondrie est le glycéroî L P, 

* 3 ATP par mole de NADH, H + si la navette empruntée est le mainte. A titre 
d'exercice, écrivons les bilans moléculaire (*) et énergétique de F oxydation complète 
d'une mole de glucose en aérobiose. 


|fy«fyK ' C|HqD b 2 HAD ’ --4- 2 CH,- CO~ CQOH * 2 . NADH. H " 
#1**™ acide pjfruvrç.us 


dècartaiylalLon 
de ruuk 

pîmvH};ue 


3 CH j-CO-COOH + 1 HSCoA + 2 N AO - 


2 CK,- CO - SC&A *2 NAE3H, H* ■* ICOj 
sdlÿl CeA 


Ne rata® 
d'ATP 
fcrnats 

2 


e*lt Lk Krebt 2 CH -CO - SCb A + 6 K |Q + * N AD ~ - 2 r AD - 3 HSCpA * 4 ÇO, * â NaDH. H" tî FaDH , 1 

chitine 10 ptf ADH, H’ 4 s Oj - 10 NAIS" # 1Û HjÜ X 

ætpimoire t FADH, - C : - 2 FAD + 2 K ; 0 4 

SH*' ATP 

Bilwi motoUire C*H, A * 6 ° i - i Hp *6C0 2 fenpÉf 

de 

gluroie 

{*> Motif Retirons les bilans simpLiEics en oiaeKaar votonukirefflcnt de foire ipperiitie Ict équations de 
phosphorylation, 

(**> Ce bilan êîMrgélique es* ealailé en cofwi44rs<m que la navette utilisée est le malale» il s’établit à 36 ATP 
pour k navette au gjyc c ro l - 1 - phos phote . 


V riante 


trial 
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Ce bilan simple est le même que celui de la combustion complète du glucose 
în vitro. 

L’oxydation complète d’une mole de glucose permet à la cellule la mise en 

réserve de 38 ÂTP, soit 38 x 29 = I 102 kl/moL 

L’en thaï pîe libre standard d’oxydation du glucose, mesurée à pH 1 > étant égale 
. , . . I 102 x lût) ^ 

l - l I q Fl i ." ■ art po r\lh f/'tt nArtlArtl PCt J’TP 1 ■ ■ ■ ■*+!/ /V , 

2 876 


à - 2 876 kLinoI -1 * l’efficience ou rendement est de 


C* Destinées des produits de ta glycoîyse 
]. L’ATP 

11 entre dans le pool cellulaire permettant le fonctionnement des réactions 
endergoniques et des diverses activités celluiaires- 

2. LA RÉOXYDATION DU NADH, H* 

Le NADH, H + doit être oxydé pour régénérer le N AD 4 nécessaire à 
révolution continue de la glycoîyse, les modalités de ce processus dépendent 
essentiellement des conditions aérobies ou anaérobies dans lesquelles se trouve la 
cellule ainsi que de son équipement enzymatique. 

* Catabolisme aérobie 

En aérobiose* le NADH, H* est réoxydé dans la chaîne respiratoire. Dans les 
cellules eucaryotes la membrane mitochondriale est imperméable au NADH, 
H + ; la chaîne respiratoire étant strictement localisée dans cet organite, il est 
indispensable qu’un mécanisme permette le transport des atomes d’hydrogène 
(H + + e~ ) de l’extérieur vers l'intérieur de la mitochondrie* Les deux systèmes de 
navette qui interviennent ont été décrits page 130* 

Dans la cellule procaryote, !a chaîne respiratoire étant localisée dans la 
membrane cytoplasmique, ces problèmes ne se posent pas. 

* Catabolisme anaérobie 

a* Transformation du pyruvaie en lactate dans le muscle 

Dans le .muscle en état d’anaérobiost plus ou moins important, Je NADH, 
H + est réoxydé par le pyruvate qui se trouve ainsi transformé en L-lactate ; 

py nivale + NADH, H 4 Hîï L-lactate + NAD + âG^ = - 25 kJ/mol . 

Les lactate-déshydrogénases des animaux supérieurs sont des isoenzymes télraméri- 
ques. Celles des muscles striés squelettiques régénèrent le NAD 4 en formant du 
lactate, celles du muscle cardiaque semblent surtout former du py ravale à partir du 
lactate. 
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b* La fermentation alcoolique ch et la levure de bière 

En anaérobiose la levure de bière régénère le MÂD + en transformant k 
pyruvate en éthanol au cours de deux étapes, 

— Décarboxylation du pyruvate catalysée par des pymvate-décarboxylases à 
TP P avec formation intermédiaire d'éthanal actif 
La réaction est pratiquement irréversible 


pyruvate 


pyniïaLC‘OétJpbflJ;)fljiiC 

(TFFJ 


et banal f CC> 2 


âC^ - - 19,6 M/moi 


— Réduction de Féîhanal en éthanol avec régénération du N AD’ catalysée 
par l'alcool-déshydrogénase qui renferme 4 atomes de Zn 2 1 ; un par site catalytique 
dans chacun des protomères 


éthanol + NADH + H + 


éthanol + HAD * 


AGI = - 20 t 9 kJ/mol , 


Cette fermentation alcoolique peut être déviée. En présence d hydrogé nosulfîte 
qui fixe Féthanal dans une combinaison bi suffi tique, le glucose est transformé en 
glyeéroî car le NADH, H + ne peut plus réagir avec Féthanal : 

dthydroxyacétone-phosphate + NADH + H + glycérophosphate + N AD + , 

La réaction est catalysée par une glycérophosphate déshydrogênase. Le glycérol 
est ensuite libéré sous P action d’une phosphatase. Cette transformation pourrait 
normalement intervenir en début de fermentation d'où la présence de giycéroi 
comme sous-produit de la fermentation alcoolique. 

c. Les fermentations bactériennes 

Les bactéries aéro-anaérobies facultatives et la plupart des anaérobies strictes 
fermentent les sucres, elles tirent l’énergie nécessaire à leur existence de la glyeolyse 
et réoxydent le NADH, H" en réduisant le pyruvate ou Fun de ses dérivés. Les 
modalités sont très variables selon les espèces et l’on a été amené à définir plusieurs 
classes de fermentations. 

Les bactéries lactiques : streptocoques tactiques (lactocoques) et certains laciobacilles, 
utilisent la fermentation h nm al a et i que, l’acide lactique est le seul produit élaboré, 
(Certains autres JactobacilléS utilisent la fermentation hétérolac tique qui n'em- 
prunte ta glycolyse qu'en partie,) 

Les entérobactéries utilisent la fermentation des acides mixtes, ce qui corres- 
pond à la production décide lactique, d’acide acétique, d’acide succinique, d’acide 
méthanoique et d’éthanol ou bien la fennéittatfcHi butanediol, dans ce cas, les 
produits élaborés sont les mêmes que ci-dessus, mais avec en plus de l’acétolne et du 
2-3'butanedioL 

Les anaérobies strictes utilisent, entre autres, les voies suivantes : fermentation 
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acide butyrique, fermentation buianoLacétone, fermentation acide propanoïque 

(fig 6.3). 



3. DESTINÉES MÉTABOLIQUES DU PYRUVATE 

Le pymvate peut être oxyde en C0 2 et H>0 en aérobiose, ii contri- 
bue essentiellement, comme on vient de le voir, à La réoxydation du 
NADH, H + en anaéroblose, ii sert également de précurseur dans certaines voies de 
synthèse. 

• La décarboxylation oxydative du pyruvate 

Cette réaction a été décrite et étudiée page 106. 

« Le cycle tricarboxylique de Krebs est alimenté par une forme active de 
F acétate, l'acétylcoenzyme A (ou acêiyl Go A en abrégé) : CHj—CO - SCoA. La 


CoDvriohted 


ari 
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transformation à partir du pyruvate implique une oxydation décarhoxylante catalysée 
par un système multienzymatique intégré complexe : le système de la pyruvate 
déshydrogénase. Ce complexe a été obtenu à partir des cellules de cœur de porc 
(masse moléculaire 9.1 LT daltons) et â partir d’E. coli (masse moléculaire 4,1 0 6 
dallons). Dans les cellules animales il est associé à la paroi mitochondriale, chez 
les bactéries il est lié à la membrane. Enfin, sa structure a été observée au microscope 
électronique, 

— Le complexe de ta pyruvate déshydrogénase. 

Ce complexe macro moléculaire est une sorte de super-enzyme dans laquelle 
l 1 intégration et la disposition spatiale de ses constituants les uns par rapport aux 
autres augmentent l’efficacité des étapes successives de la réaction. 

Sa structure est la suivante (fig. 6,4) : 

— un ensemble E, de 24 molécules de pymvate-décarboxytase (M.M. j= 
90,000 daltons) contenant chacune une molécule de thiamine pyrophosphate ou TPP 
et composées par deux chaînes peptidiques différentes et de meme taille ; 

“ un ensemble E 2 formé par 24 sous- unités tipoate-rêductase-transacétyiase 
(M.M, = 40,000 daltons) contenant chacune une molécule de lipoate lié à un résidu 
lysyl par une liaison amide ; 

— un ensemble constitué par 24 molécules de dihydrolïpoate-réductase 
(M.M. = 55.000 daltons) chacune contenant deux molécules de FÀD lié. 



Ftfcurt 6.4 Structure du tsimpleie de ta pyruvate Uéshydroginase, 

(Le cube E 2 forme La charpente et l’eng^itisateur du complexe.) 

Les co enzyme s impliqués dans cette réaction complexe sont ; 

— deux coenzymes transporteurs non liés dans le complexe : le N AD*' et le 
coenzyme A ; 

— des coenzymes liés aux apoenzymes et participant à la structure du complexe : 
le FAD, le lipoate, la thiamine pyfophosphate (TPP) ; 

— Les étapes de la réaction. 

* décarboxylation avec formation d'éthanal actif 

CHj— CO— COOH + E ! — TPP f± Ej-TPP— CHOH— CH* + C0 2 




oxydation de Véthanal actif en thioester en présence de lipoate ; 

s S-OO-CH. 


E, — TPP— CHOH— CH 3 +■ Ej—tipoy! 


/ 

\ 


fl Eî— J ipdyl 


/ 

\ 


+ Ej — TPP 


SH 


Tiqhted m; 


ïrial 
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Réaction de synthèse de i'ackle oxaloacé tique 


COOH 


COOH 

1 

C=Q 

1 

t 

C-0 + ÇO, 

l 

pyruvate carboxylase 

/fSbtk^ 

CH } 

ATP -t H 3 G ADP •+ P- 

CH È 

COOH 

Pjrnivete 


ÛHlOKéUW 


Réaction de synthèse de L'acide malique 

COOH 


E 

C— Û + CO, 
! 

CH, 


Eniyne malique 

7-V 


NAÏ>PH,H + NAÎ>P + 


Pynuvatç 


CÜOH 

I 

Chou 

l 

CHj 

I 

COOH 

MalaiE 


Le pyruvate sert également de précurseur dans la synthèse des acides gras par 
F intermédiaire de Facétyl coenzy me A . 


D. Entrée dans la glycolyse d’autres oses et de dihoiosides 

Quelques oses sont également susceptibles d étre dégradés dans la glycolyse, il 
s’agit du galactose » du fructose et du mannose. Certains de ces oses existent â l'état 
de sucres simples dans les aliments, d'autres proviennent de l’hydrolyse de 
dihoiosides. Ces derniers doivent nécessairement subir la réaction tf hydrolyse, 
libérant deux oses , pour être dégradés ; le saccharose est transformé par une 
invertase : 

saccharose + H jO — gjocose + tractosc 


le lactose par une ^gaiactosidase : 


lactose + HjO 



galactose + glucose 


le maltose par une ma hase (a-glucosidase) : 

foahose + H^O 2 glucose 


1. ENTRÉE DU FRUCTOSE DANS LA GLYCOLYSE 

Il existe deux voies d'entrée possibles du fructose dans la glycolyse : 
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— la première est la phosphorylation do fructose en fructose 6-phosphate par 
Phexo kinase 

Fructose + ATT - ' - K * Fructose 6-P + ÂDF . 

Nr + 

Cette voie est généralement peu active, l'enzyme a une faible affinité pour le 
fructose ; 

— la seconde est la phosphorylation du fructose en fructose- 1 -phosphate par 
une fructokinase , enzyme hépatique. 

IIUAbe 

fructose + ATF — — — — — fructifie LP + ADP 

M Ë 2 * 

Le fructose L phosphate est clivé en deux t doses par une pbosphofmctoaldo- 

lase : 

p».-4ffciWÏ kX> > uc 

fftiC1<ï$e 1-P -► gJycérablÉhydt + Jihydraxy -acidtofK-plKisphatc 

Le dihydroxyacétone phosphate suit la voie de dégradation de la glyoolyse. 
Le glycéraldéhyde est phosphorylé par la triose- kinase en 3 phosphoglycéraldé- 
hyde et rejoint ainsi la glycoiyse : 

ÊlyrtiaWékyde + ATF — 3-p||(Hp|ie*|yrirali«liï* + ADP 

2 ENTRÉE DU GALACTOSE DANS LA GLYCOLYSE 

Les modalités de l’entrée du galactose dans la glycoiyse sont différentes de 
celles du fructose . le galactose est épimérisé en glucose grâce à une série de 
réactions. 

Dans un premier temps, le galactose est phosphorylé en galactose- I-phosphate 
par une galactokinase : 

IllfOütitaïc 

t ATF gatartMe 1-P + ADP 

La deuxième étape m une réaction de transfert de résidus osidyM-P entre 
I U DF-glucose (Uridyl-di-phosphate-glucose) et le galactose 1-P, réaction catalysée 
par la galactose 1-phosphate-uridyLtramférase. 


iJ -JLkrrr I rluipuir 
■iriyl luniicrhv 

SaLicaosc 1-P < UDF-glgoww ' — = £ UDP-^tact™ + glucose 1-P 

Certaines personnes souffrent d’une carence en -cette enzyme, appelée galacto- 
sémie congénitale, qui induit un blocage du catabolisme du galactose, générateur de 
troubles graves. 

L’UDF galactose est épimérisé en UDP-glucose par une UDP-gaLactose^L 
épimérase : 


fÿimiiiH 


U DP-gfl.lBElOK 


UDP-gjiumK 
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L’UDF glucose libère un glucose- LP dans La réaction catalysée par la 
transférasse. 

Le glucose- 1 -P est converti en glucose-6-P par la phosphoglucomiitase ; 

pbatïf htoffÿj Lu 

gluujsü ]-P , Æ. glucose 6- 1 3 

3. ENTRÉE DU MANNOSE DANS LA GLYCOLYSE 

Le catabolisme du mannose commence par une phosphorylation de cet ose en 
mannose 6-phosphate, réaction catalysée par l’hexo kinase : 

MK 

mannose +• AT P ; mannotc-tî- p + ADP 

Puis* le mannose 6- phosphate est converti en fructose-6-phosphate par une mannose 
6-pbosphate isomérâse : 

ru/m ne -h- P’ 
nancraac 

murn \*ow fi-pfeCHplaie — - — y EnitlüMj ■ b- plxjsphaie 


Ë. Régulation de la glycolyse 


La consommation de glucose dans une cellule est adaptée à ses besoins, il existe 
différents, mécanismes de modulation de la voie glycoly tique. 

Le premier d’entre eus s’appelle La régulation fondamentale , il est fondé sur des 
déplacements d'équilibre, donc sur des mécanismes physico-chimiques : un excès de 
glucose active la glycolyse, m excès de pynmte la modère. 

Le mécanisme le plus efficace est la régulât [on enzymatique, certaines enzymes 
■ — appelées enzymes-clés — contrôlent les étapes limitantes de cette voie, et par 
conséquent la vitesse de consommation du glucose, 

L'hexokinase représente la première des enzymes clés, elle est inhibée aLostéri- 
que ment par le produit de la réaction qu'elle catalyse, le glncose^P. 


G lucuSU 



HK 

T^\ 


ATf ADP 


ÊîiLjeijs* frf 


La p husphofruc tokinase est le point de contrôle essentiel de la glycolyse , cette 
enzyme âlJostérique est inhibée par l’ATP, 



FFK 

T^T 

AT P ADP 


fructose 1-6 di-P + ADP 


TIQhiÊ 


arial 


Fructose -6- P 
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L’enzyme possède deux sites de fixation pour ï ATP, un site substrat : l'enzyme 
présente une spécificité large pour les purines nucléotides triphosphates, ÂTP, GIP, 
IIP et un site altosiérique inhibiteur, à cet égard, la spécificité est étroite vis-à-vis de 
l'ATP (% 6.5). 




Figure 6^5 Court*:* représentatives de l'équation do vitesse de la PFK. 

û) Pour UM concentration de FéP fixe et des concentrations d'ATP ou de GÎT variables : le GTP est 
substrai de l’enzyme mats non inhibiteur. 

à) Pour deux coDceiuraikjiu fitees d’ATP et des cmeeni rations variables de FbP : l'ATP JtugftietvEe la 
K», et par ûa-nsé^uetit diminue l'affinité de l'enzyme pour le F6P, 


Le contrôle de la glycolyse par la PFK est relativement complexe, il existe pour 
cette enzyme d’autres modulateurs allostériques et des interactions entre eux. Le 
citrate est inhibiteur et TA MP activateur, une teneur importante de citrate 
cytoplasmique devient inhibitrice en présence d’ATP, en revanche F AMP lève 
l’inhibition par l’ATP et par le citrate. 

La modulation de l’activité de la PFK, enzyme-clé de la glycolyse, explique, en 
partie, le contrôle qu’exerce la respiration sur la glycolyse* 

L’ATP, produit par phosphorylation oxydative dans la mitochondrie, agit à 
deux niveaux : 

— exporté dans le cytoplasme, il inhibe ïa PFK, 

— dans la matrice mitochondriale il inhibe T isocitrate déshydrogémase* le 
citrate s'accumule et est exporté dans le cytoplasme où il inhibe la PFK, 

La pyruvaie kinase contribue également à la régulation de la glycolyse, elle est 
inhibée par PATP. 

L'éffet Pasteur peut se définir comme le contrôle des fermentations par 
l’oxygène chez les organismes aérobies-anaérobies facultatifs. 

En présence d s G 2 , les fermentations ne se manifestent pas, les organismes 
respirent* 

Quel rôle joue l’oxygène ? Son action est indirecte, cette molécule n’inhibe ni 
la synthèse ni F activité des enzymes des voies ferme ntaires* 


3V nanti 
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# La carboxylation du pyruvate en malate 

Celle première phase localisée dans la mitochondrie débute par la carboxylation 
du pyruvate en os a 1< j acétate : 


t"H| — C — COOH + CO| 


O 

Pÿïuvale 


AtÉLyl CoA 



Pyruvate e»rt>wsytese 


A.TŸ + HjO ADP + P ( 


COOH— CH C — COOH 

I 

O 

OsaLoacëtalc 


La py nivale carboxylase possède un coenzyme fortement lié à L’enzyme : la 
biotrine ; elle est activée par l'acétyl-CoA ; en absence d’açélyl CoÀ l'enzyme est 
inactive. 

Loxaloacétutc est réduit en malate, réaction catalysée par la malate dêshydro- 
génase mitochondriale, 

mdh 

COOH— CM CO— COOH ' ^ COOH-CH; -CHOH-CPOH 

OxitotcéUK f \ Matate 

NADH„ H' MAD* 

* Le transport du malate feu le cytoplasme 

Cette molécule va servir de navette (rôle déjà évoqué p, 131) et être 
transportée dans le cytoplasme grâce à un système enzymatique localisé dans la 
membrane interne mitochondriale. 

* La synthèse du pltosphoéitol pyruvate (PËP) 

Dans le cytoplasme le malate est réoxydé en oxaloêcétaie, qui est ensuite 
converti en PEP 


«HH 

OsaloaDélale + NADH 

,iv 

OÛOH 

Malate + NAÜ ► 


PEP tàilXhajIfitusc 

1 

COOH— CH n— C — COOH 

' Il 

O 

“T^T 

C— 0'© 
1 

orp oor 

P 

Çüi 


AOP ATP 

PEP 


+ co, 


Le bilan moléculaire de celte étape de transformation du pyruvate en PËP peut 
s’écrire : 
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Pyrwvatc . — - , , r FEP 

/ A 

2 ATF + B, O 2 ADF + P, 

2, LA FORMATION DU FRUCTÜSE-6 PHOSPHATE À PARTIR DU FRUCTOSE 1-6 
DIPHOSPHATE 

Une hydrolase, appelée fructose 1-6 diphosphate phosphatase, catalyse la 
réaction ; 


Flfctlirtï I# Jipuhjhüi. 

Fructose 1-6 di-phusphâtc + HjO *- Fructose 6- F + P, 

3, LA FORMATION DU GLUCOSE À PARTIR DU GLUCOSE 6-P 

Cette conversion est catalysée par une enzyme hépatique, la glucose 6- P- 
phosphatase qui est une hydroiase, 

Glucoise ,fr F + H|C> - » Glucose + P, 


B. Les entrées dans la tiéoglticngenèse 

1. LES ACIDES AMINÉS GLUCGFORMATEURS 


Les acides aminés glucoformateurs libèrent par désamination ou transamina- 
tion : du pymvate, de roxaloaoéîate, du malate ou une molécule aisément 
transformable en Tune des trois molécules précitées. 

Exemples : 

* lalaJirce 


N H; COOll 

\ / 

CH 

f 

CH S 

Alitant 


Acide cr-cciogLutarique Acide gLutamique 

^ ^ . 

GÎT i^usafnate^Tîiïvaic-Ej-ansttHîiiîase) 


o>u 

ALAT (tlaitiiK aminairaittôra&e) 


COOK 

I 

c«o 

1 

CHj. 

Py ru ta Et 


« l'acide aspartique 

Mil, CCJOH 

\ / 

CH 



COQH 


As partait 


Acide initoglatarniuc Acide ^lulamiq ül l 



G.O.T. {glulamait OJtakj- 
□cétalc ■ Lr-a nw mi nate ) 
m 

AS AT | jspartüle aminuLraniféraw) 


CQÛH 

I 

C^O 

l 

CK, 

I 

COOK 

Osaloacetate 
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gl^érdl 

kinase «l^dffll-P-DH dth^diOxy- 

^ r0lÆ ' /•-" «ÊIhik-P 

ATT ADP N AO' NADH, H* 


C. Bilan énergétique 

La synthèse: d’une molécule de glucose à partir de deux molécules de pyruvate 
consomme six molécules d'ÂTF, 

Le passage du pyruvate au PEP consomme deux molécules d’ATP par molécule 
de pyruvate. 

Le passage du 3-P'glycérâte au 1-3 di-P-glycérate nécessite une molécule 
d’ATP. 

Le bilan s’établit à 3 ATF par molécule de pyruvate, soit 6 ATF par moMcüïe 
de glucose. 


D. Régulation de la néoglucogenèse 

La régulation basale fondée sur les déplacements d'équilibres chimiques 
contribue à activer la néoglucogenèse si Ea teneur en glucose sanguin vient à baisser, 
mais les mécanismes les plus actifs sont enzymatiques. 

La pyruvate carboxylase est activée par Tacétyl cœnzyme A et inhibée par 
l’ADP ; la fructose 1-6 diphosphate phosphatase est inhibée par T A MP. 

Glycolyse et néoglucogenèse ont un fonctionne ment antagoniste, les modula- 
teurs activent l’une des voies en inhibant l’autre + de façon à adapter le métabolisme 
cellulaire aux situations physiologiques ou pathologiques de L’organisme. 


III. LE MÉTABOLISME DU GLYCOGÈNE 


Le glycogène représente la forme de réserve glucidique chez Ses animaux, Ses 
champignons et certaines bactéries, Chez les animaux supérieurs le glycogène est 
stocké dans le foie et les muscles squelettiques. 


A. La glyœgénolyse 

La dégradation du glycogène résulte d’une phosphorolyse catalysée par une 
glycogène phosphorylée, en présence de phosphate minéral. 

Itjwie + H.PO, ■ ► elpotfK [n _ u + El«0« - 1 - P 
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L’enzyme qui catalyse la phosphorylât ion de la phosphorylase kinase inactive et 
la transforme en phosphorylase kinase active s'appelle la protéine kinase (ou 
phosphoryîase kinase kinase). 

Cette enzyme existe à l'état dimérique inactif, elle est constituée d’une sous- 
unité catalytique et d’une sous-unité régulatrice. Dans le complexe dimérique Ja sous- 
unité régulatrice masque 3 "activité de la sous-unité catalytique. 

L’activation est provoquée par l , AMP-3 / ,5 , -cy clique (AMPc) qui en se liant à la 
sous-unité régulatrice, dissocie les sous- unités de l'enzyme inactive, libérant la sous- 
unité catalytique. 



proteine kinase Lnaclive 


5 sous -unité 
TÛguliLtTlCC 


soustanili 1 
catalytique 


AMP, 




[ttW-uniM rêgitialrice-AMPj lâtift’Uflilé ucalyiiqiK «clive 


L’AMPc est un signal, le second médiateur selon Sutherland, synthétisé par 
une enzyme située dans la membrane cytoplasmique (Tadényl cycla&e) dont le 
fonctionnement est déclenché par les hormones hyperglycémiantes (adrénaline et 
glucagon) : 


ATP 


Adcnvl 

E 

eyelase 




+ AMPc ♦ 


La figure 6.8 montre comment l'hormone déclenche un processus, dont f AMPc 
est le médiateur, et qui est constitué de réactions enzymatiques en série destinées â 
amplifier le signal, qui aboutit â la phosphorolyse du glycogène. 
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B, La gtycogénogcnèse 

Les voies de synthèse et de dégradation du glycogène sont séparées ; la 
synthèse du glycogène n'emprunte pas la voie inverse de la glyoogénolysè* elle 
s'effectue par la voie de furidine-diphosphate glucose (UDP-glucose). 


Pfutéùte 

réceptrice 

J'JKwraoiïc 


Me ms fi ne 


. J ? ? ? ? 

eytoplanmifitue ^ ^ ^ 

Ad'i nyi Lvdasc 

ATP 


J~\ H»»., | »*> . . 

[ Adrénaline Conuscle) 

f Transition d'&C(i*4ïiui1 
????? 
èiièi 

©_jO— @ 

Proteine kina&E 



SflUvitnitc 

régulatrice 


Snoiuiiiiê 

CâliLylittuc 


AMP £ -Schii-ujiiIié régulatrice 


Proteine kinase active 
AE>P I aTP 


f'hwipliury la se kinase attire -+- 


J Plwsplioïj'lMe 

r kinis 



m active 


Glycogène 4 P, -•■ Glygo-gcne + GIP 
{*) 

Figure 6,H Séquence des réactions du cortirâle hormonal «te la glyeogénolyst;. 


O 



Ribose 

Figure &,f Structure «te LUDP'glucGtt 
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élevée, c'est la forme D (Dépendante) ; l'autre est déphosphorylée, appelée / 
(Indépendante), active en absence de glocose-6-F, 

La protéine kinase (p. 171) catalyse b phosphorylation de la glycogène 
synthétise / en forme D. 

Une glycogène synthétase phosphatase catalyse la transformation inverse. 

Ceci démontre que lorsque la glycogène phospiiorytase est activée, la glycogène 
synthétase est désactivée et réciproquement. 


Adc-r^l c y j 1 fcL L-t; 

ATP +- AMP. + PP 

, t « f _ 

hrwiidt kiitoie - * Protéine limjse acthv 



I 

PM^horï lase — ► PhûiphïCjlast 
fy ir.activi; a adjve 

figure 6J1 Régulation des voies de synthèse et de dégradai ion du glycogène. 


IV, LA VOIE DES PENTOSES 


La voie des pento&es, appelée aussi voie des hexoses monophosphates, existe 
chez tous les organismes animaux et végétaux et chez la quasi-totalité des bactéries. 

On peut la considérer comme une voie d'oxydation du glucose branchée en 
parallèle sur la glyeoiyse : 


Glucose 


GluWsc-6-P- 

I 

GLYCQLY&Ë 


Trioses-P ' 


7 


VOIE DES 
PENTOSES 


J 


i 

Acide pyruvique 
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Comme dans celte voie, il y a mise en Jeu d’oses phosphorylés et les enzymes 
sont en solution dans le cytoplasme. 

Si l’on se pose la question de la signification physiologique de La voie des 
pentoses* voie (fondation destinée à produire de Ténergie sous forme d’ATP ou 
voie servant à pourvoir la cellule en métabolites précurseurs de synthèse, il convient 
d’observer que ce type de métabolisme est plus intense dans les tissus oh règne une 
forte activité de synthèse : glande mammaire, tissu adipeux en phase d'élaboration. 

La voie des pentoses produit des équivalents réducteurs, sous forme de 
NADPH, H + nécessaires à la synthèse des acides gras et aux réactions d 1 hydroxyla- 
tion, des pentoses, et de léiythiose-P* précurseur de certains acides aminés. 


A* Lm étapes de la vole des pentoses 

La voie des pentoses comporte deux séries de réactions, une première séquence 
est constituée des réactions d’oxydation» la deuxième est une suite de réactions 
d’isomérisations et de transferts intermoléculaires de groupements d’atomes mettant 
en jeu des molécules en C 3t C 41 Çj, C 6 et C T , 


1. LES RÉACTIONS D OXYDATION 

* L’oxydation du glucose S-phosphate 

Cette réaction catalysée par la glucose 6-P déshydrogénase . enzyme à 
NÀBP + , libère la 6 phosphügliteonolaeione, ester interne entre le — COGH en 
Cj et le — OH en C 5 de la molécule. 

CH,0-{fc CHjO-® 

KlI/I ■ lC> 

! NAI>P + NADPH, H ' I 

Oèuwûsc VP VP-glucoflolactoM 

L’hydrolyse du produit de cette réaction se fait spontanément 
{AGq = - 21 kJ/mol), mais aussi enzymatique ment catalysée par une lactonase. 



Laçtonase 



+- 


CQOH 



iDvrioht&d mi 


-rial 


CHj-O—0 
Acitk: S- P gjutofliquâ 
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• La décarboxylation oxydative de Paride 6-P giueo nique 

La deuxième oxydation de cette voie est la décarboxylation oxydative d’un 0 - 
hydroxy acide. 

L'enzyme est une déshydrogénase à N ADP'' : la 6-P-giuconate déshydrogé- 

nase. 





Figure 6.12 Vue d'ensemble da la voie des pentoses. 
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transfert d’un chaînon dicarboné, prélevé à un cétose phosphate (le xylulose 5-P), sur 
un aidose phosphate (le ribose 5-P). 


CHjOn 


l CH, OH } 

» *° 

N C 

O H 

c / 

1 ' 
c=û 

i ) \ 

1 

1 

! c-o 5 

II— C— OH 

C 

HO-C-H 

H — , 

‘ Tr^nscélolasc 

1 

1 

1— -C— H 

1 

- C —OH 

* H— i t— OH 

H-C-OH 

* H-C-OH + 

i 

CH 3 0“-© 

H-C-OH 

I 

H-C-OH 

È 

S 

1 

CH jO — ® 

CHp-® 

Glyc4nktéh>4c 3-P 

H-C-OH 

CHjO— © 

XyluldK 5-P 

Ritese 5 P 



Scdotepiulcisç 7- P 

* Remaniement dû a La irmisaldoLase 

Cette enzyme» à laquelle on ne connaît pas de coenzyme, va transférer un 
chaînon tricarboné prélevé au sedoheptulose 7-P, sur le 3-P glycéraldéhyde. 
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CHjOti i 
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C-O 


! HO-C-H ■ 
H-C-OH 

i 

H-C-OH 

I 

H- C -GH 
C ht ,0-0 


0 H 

V 


+ H-C-ÛH 

cap-® 

GlyçtaUthy'fc 3 P 


transattoLiSC 


0 H 

V 


H-C-OH 

1 

H-C-OH 

CHiO— © 

Ëiîlhrosc 4- P 


CHjOH 

c=o 

1 

4- HQ- C- H 

1 

H-C-OH 

! 

VI - C - OH 

I 

CHjO-0 

Fnitlûsc 6-F 


SockslMptiakMe 7 -P 

• Deuxième intervention de la transcétolase 

La tronscétolase va transférer un chaînon dicarboné provenant du xyluksse 5-P 
sur Férythrose 4-P 
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* Jnte rcon version glucose 6-P fructose 6-P 

Ces deux oses phosphates sont mtereonvertibles grâce à la phospho-hexo- 
isomérase : 


CHiO - © 

O 

UlllUï é-P 


PheêpkyhejÈfr 

iSürtiirasc 


^OHjÇ ,0 OH 



OljOli 


Fructose à- p 


B* Le bilan dp cycle des pentoses 


Ce bilan,, tout à, fait théorique, est établi sans tenir compte du prélèvement de 
métabolites carbonés destinés aux synthèses. 

3 ghKïMfi é-F +6 N ADP' + 3 H 3 (> -* 3 ï*uto*-5-P * 3 CO t + 6 NADPH, H ' 

2 ribukrac £p ^ 2 xylutote 5- P 

ribulose S-P - rtetcS-P 

2 sylwfeM 5-P + ritwK -* 2 fructose é-P + glycéraldéhyde 3- P 

2 fructose 6-P ■-* 2 gtucosc 6-P 


Glucose 6-P +■ 6 N ADP* , H" +3 K, O - 3 CO-, + 6 NADFH, H* * glycéraldéhyde 3- F 


C, Rôles de la voie des pentoses 


1. CONTRIBUTION DE LA VOIE DES PENTOSES AU MÉTABOLISME OXYDATIF 
DU GLUCOSE 

En aérobiose, la réoxydation des eoenzym.es réduits est génératrice d'énergie, 
dont une partie est récupérée sous forme d T ÀTP, mais peut-on envisager un rôle 
énergétique de la voie des pentoses quand on sait que le N ADP, H* ne pénétre pas 
dans la mitochondrie, et qui! n’est pas directement réoxydable par les systèmes 
transporteurs d’électrons membranaires? 

Un certain nombre de mécanismes permettent cette réoxydation ; chez les 
animaux supérieurs l’enzyme malique contribue à cette réaction. 



NAPM.H® 



Tt ÉOX Y DATION 
PAR LA CHAÎNE 
RESPIRATOIRE 



Figure 6. KJ Mécanisme de néoxydatioo du NADPH, H* dans les mitochondries des «Iules animâtes. 
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ü est difficile de mesurer avec précision la part qui revient à la voie des pentoses 
et à la glycolyse dans le catabolisme du glucose, mais il est vraisemblable que c’est la 
glyçolyse qui assure de façon prépondérante celte fonction ; la voie des pentoses 
apparaissant comme une voie de synthèse de métabolites précurseurs, 

En anaérobiase* les premières réactions de la voie des pentoses sont utilisées 
par les lacto bacilles hétérofernientairts, 

2. RÔLE DAMS LES VOIES DE BÏOSYNTMÈ3E 

• Production de molécules de NADPH, H + , équivalents- réducteurs 

Le NADPH, H + est le cocnzyme transporteur d’hydrogène d’enzymes 
catalysant des réductions au cours de réactions de syntèse : acides gras, cholestérol, 
réactions d’hydroxylation. 

• Le ribose 5-P sert à la synthèse des nucléotides et des acides nucléiques, 

• L'éryihrast 4-P est le précurseur d’acides aminés aromatiques : phénylala- 
nine h tyrosine, tryptophane et histidine, 
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Le métabolisme des lipides 


L'étude du métabolisme des lipides sera limitée aux acides gras, aux glyccrolipi- 
des et aux stéroïdes. 


I. LE CATABOLISME DES ACIDES GRAS 


Quantitativement, la fraction la plus importante du métabolisme des lipides 
intéresse les lipides de réserve : les triglycérides ou triacylglycérols. Sous l’influence 
des lipases, abondantes dans les tissus adipeux et les graines oléagineuses, les 
triglycérides sont hydrolyses en leurs constituants, le glycérol et les acides gras. 

— Le glycérol, phosphorylé par l’ATP en présence d’une glycérol kinase peut 
être réutilisé pour des synthèses lipidiques ou rejoindre le métabolisme glucidique* 

— Le catabolisme des acides gras se réalise selon un mode particulier dont 
l’hypothèse fut émise par Knoop à la suite d’expériences de marquage décides gras 
par un radical phényle. L’ utilisation des éléments marqués et les travaux de Lynen 
permirent d’élucider complètement ce mécanisme dit de la jp-oxydatiom 

La ^oxydation, qui représente la voie essentielle du catabolisme des acides 
gras, est une oxydation qui a pour conséquence la scission de la molécule de deux en 
deux atomes de carbone en partant du earboxyle : 

! , i . 

i 

— CH, — ■ r — CH . — CH, — ! — CH, COOH 

J l ' i 

2C | 2 C J 2C 

Les acides gras sont catabolisés dans les mitochondries, le transport à partir du 
cytoplasme s’effectue sous forme combinée, par exemple d’ester de caraitine. 


I 

► 

CH,— j-CH, 

I 


A, L’activation des acides gras 

Les acides gras sont libérés par lipolyse intracellulaire dans le cytoplasme ; leur 
catabolisme a lieu dans les mitochondries et porte sur les formes métaboliques actives 


montée 
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CHj il O 

J I * 

-CH, -••€ 

I I \ 

CH* OH OH 

U càmitLne 

Le transfert requiert deux réactions de transacylations localisées sur les faces 
externe et Interne de la membrane interne de la mitochondrie» réactions catalysées 
par Pacyi carnitine transféras^. 


R — CO — .S CoA 
Acyl-CoA 
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ch 3 h 

.1 I 
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CHONOR1ÀL 


Flgumt 7,1 Transfert d’un acyl CoA & ù \ î & forme d’ester de la carnitine, 


B, La jS-axydation 

L'enlèvement d T un chaînon dicarboné à partir de I Extrémité carboxylique de 
l’aeyl CoA est réalisé en quatre étapes : 

* Déshydrogénation des carbones « et /3, catalysée par une acyl-coenzyme A- 
déshydragénase, flavoproîéine à FAD (FP 3s p, llg). 

R "' CH !— CH j— CHi- CO—SCoA — *■ R— CH î— CH^IH— CO^SCb A 

AcyW^A / A DébydtOKÿl t £ne 24, CoA 

E-FAD ET’ADHj 

* Addition d'une molécule d’eau sous T influence d’une éthyline-hydratasé ou 
crotonase : 


R — CHj — CH— CH — CO ^SCciA + H 3 0 


*• R “^H , — CHOH — CH » — CO — SCoA 
L*3 ti j'O ncs :ty jicy I -coc n ly me A 
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• Nouvelle déshydrogénation par une enzyme spécifique des formes L dont le 
co enzyme est le HAD + , la 3-hydroxyacyl-coenzyrne A -déshy drogénase ; 


R — CHj — CilOH — CK j-CO^SCoA ■ 


■*- H — CHj — <T — CHj — CD —SCoA 
O 


7~N 

NAD + NADH,H + 

3-Ê-êtôÉcyl-ieMiiiisrM A 

Thiolyse. Catalysée par une 3-cétüthiolase, en présence de coenzyme A. 


R— CH,— C— CH. — CO— SCoA + H S C'a A 

II 

O 


CHj— CO-5CoA + R — C H , — C O 5Co A 

Aticyl GsA Acyl CoA i (« - 2> 
carbones 


C. L’hélice de Lynen 

La dernière étape nous ramène au point de départ mais avec deux carbones de 
moins. La dégradation peut recommencer et Lynen a schématisé le cycle de réactions 
par une figure dite « hélice de Lynen » dont chaque tour de spire correspond à la 
perte d'un acétyl-coenzyme Â et de quatre atomes d’hydrogène (fig. 7,2). 

Les acides gras possédant un nombre pair d'atomes de carbone, on passe 
successivement de 18 à 16, puis 14. .., t 6 f 4 et 2 atomes de carbone. La dernière spire 
débute donc au butyryl-wenzyme À T passe par le ^hydroxybutyryl-coenzyme A et se 
termine à l’acéloacétyl coenzyme A : 

CHj-CO^CH— CO - SCoA 

qui par thiolyse est scindé en deux molécules d'acétyl-coenzyme A, produit final de la 
dégradation. 


0, Bilan de l’oxydation d’un acide gras 

La j3-oxy dation d’un acide gras courant, l’acide palmitique par exemple, se 
résume donc par l’équation bilan ; 

C 15 Hj|— COOH + ATP t 8 HSCoA -h 7 FAD + 7 N AD + + 8 H 2 0 - 

8 CHjCO - SCoA + AMP + 2 P ( + 7 FADHj + 7 NADH T H + . 

Ce bilan montre que deux liaisons riches en énergie sont consommées pour 
activer l'acide gras : 

ATP + 2 H 2 0 AMP + 2 Pf . 

Chaque tour de spire de l’hélice de Lynen produit : 

— 1 FàDH 2 

— I NADH, W 

— 1 aeétyl CoA 
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AMP « 2 P. 
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Figure 7.2 Représentaliort schématique de i’foétiee de Lyrten. 


sauf Je dernier tour qui libère : 

— i f adh 2 

— 1 NADH, H + 

— 2 acé-tyl CoA, 

L'oxydation complète de l'acide palmitique aboutit au dioxyde de carbone et à 
Peau ‘ 

— la réoxydation de 7 FàDH 2 par la chaîne respiratoire produit 
T sc 2 = 14 ATP 

— la réoxydation de 7 NADH, H y par la chaîne respiratoire produit 
7 x 3 = 21 ATP 

— l'oxydation de 8 CH 3 “CO - SCoA par le cycle de Krebs produit 
B x 12 = 96 ATP. 

Le bilan énergétique s’établit à (96 + 21 + 14) - 2 = 129 ATP libérés par 
Poxydation complète d'une molécule d'adde palmitique. 
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Ë. Catabolismes particuliers 

* Oxydation des acides g ras insat tirés 

La Oxydation des acides gras insaturés procède selon un mécanisme identique 
à celui des acides gras saturés jusqu'à ce que la dégradation vienne buter sur une 
double liaison. 

Le résidu d’acyl CoA résultant de cette dégradation partielle n’est pas substrat 
des enzymes de la ^-oxydation ; le substrat de Fhydratase (crotoimse) est un trans- 
déhydro-ène 2-3-acyL CoA : 


R— CHj H 

\ / 

C=t 
/i ï\ 

f| jC^SLoA 

IL 
O 


alors que le résidu d’acyl CoA en cours de dégradation possède une structure 
différente. 

En prenant comme exemple Faride oléique, l’acyl CoA résiduel est un ris- 
déhydro-ène 3-4 acyl CoA en C ]2 . 


oléyl ÇqA 


ii H ]j n 

CH j Ch j Cil 3 CHj, 



I h 4 1 

Ch, CH, CH, Cil, 



W ( \ > 

Ch, CM, CH S CH, CH=CH CH, 'CH, C^SCeA 

,a ,Jf " HJ 9 1 S 


» 


K. 


IJ 


i: 


u y 7 i 

CH, CH, CH, ch, 


i 

CH, 


/\/\/\/\ /\ 

LM, CH, CH, CH, CH=Ch ,C_5CuA 

\1 « B a a J 3 1| 

O 
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Une enzyme supplémentaire intervient alors, à ce stade de l’oxydation de 
l’acide gras insaturé : la déhydroacyl CoA fesomérase, qui catalyse la conversion du ris- 
déhydro-ène-3*4 acyl CoA en trans-déhydrcHène 2-3 acyl CoA, ce qui permet à la 
crotoriase de I hydratcr en L-3 hydroxyacyl CoA et par conséquent autorise la 
poursuite de la j3-oxydaiion. Ce mécanisme adjuvant est suffisant pour l’oxydation 
des acides gras mono-insaturés, comme l’acide oléique ou l’aride palmjtoléique, mais 
ne l’est pas pour les acides gras poiyinsaturés comme Faride linoiéïque ou P aride 
linolénique. 

En prenant comme exemple l’acide linoiéïque, Fenlêvemeiit de 5 chaînons 
dicarbonés à partir du linoléyl CoA aboutit au cis-déhydrû-ène-2-3 caprilyl CoA (en 

c s ). 
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Bilan de la synthèse d’acide acètyl acétique (acide 3-céto-butanoique), 

Le bilan de la synthèse d’une molécule d'acide acéty lacé tique (acide 3 céto- 
butaiîoïque) peut s’écrire : 

2 CH-C-SCüA 4 H-,0 - 2 HSCoA + CH -C-CH -COON 
Il ‘ Il 

O O 

Un certain nombre de raisons sont invoquées afin d’expliquer la cétogenèse, 
liée à l'accumulation d’acétyî coenzyme A en l’absence de glucides : 

• l’absence de glucides est compensée par une augmentation du catabolisme 
des acides gras, qui provoque une surabondance d’acétyî CoA ; 

• la carence glucidique entraîne un manque d’oxaloacétate, molécule neces- 
saire à l’oxydation de L’acétyl CoA ; 

• la troisième explication est le déséquilibre entre le catabolisme et l'anabo- 
lisme des acides gras ; en absence de NADPH, H + leur synthèse est impossible, or la 
seule origine du NADPH, H* est le catabolisme glucidique. 

UI. BIOSYNTHÈSE DES ACIDES GRAS 

La synthèse des acides gras procède selon deux mécanismes, il existe un 
système cytoplasmique, très actif, qui permet la synthèse de P acide palmitique et un 
système essentiellement microsomal qui permet rallongement et la désaturation des 
chaînes d’acides gras. 


À, La synthèse cytoplasmique de r acide palmitique 

Le bilan de la synthèse d'une molécule d’acide palmitique peut s’écrire * 

Aeétyl CoA + 7 Malonyl CoA + 14 NADPH, H + -► 

-> CH 3 -(CH 2 ) w -COOH + 7 CO 2 + g CoASH + 14 N ADP" + 6 H 2 Ü 

Les caractéristiques de cette biosynthèse peuvent se résumer de la façon 
suivante : 

• La biosynthèse des acides gras est réalisée selon un processus différent de 
celui de leur dégradation : localisation et enzymes ne sont pas les mêmes, 

• L Incorporation d'un chaînon dicarboné dans une molécule d’acide gras en 
voie de synthèse est faite par l'intermédiaire d’un composé à trois carbones ; le 
malonyl co-enzyme A : 

CQGH— CH CO - SCo A . 

• Le pouvoir réducteur est fourni par le NADPH, H*. 

a Les déri vés acy lés ï ntemédi aires ne sont pas sous forme dès ters du coenzyme A , 
ils se présentent sous forme de ihiqesters d’une protéine appelée ACP : acyl carrier 
protein 
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* Les enzymes responsables de cette synthèse forment un complexe appelé 
acide gras synthétase dont le degré de cohésion varie selon les espèces : chez E. coli 
les enzymes sont actives sous forme dissociée, en revanche chez les Eucaryotes, les 
sous-unités forment un complexe mulî [enzymatique défini. 

\. LA FORMATION DU MAtONYL COENZYME A 

Le bilan de la biosynthèse d’une molécule d’acide palmitique montre que Les 
chaînons dîcarbonés sont apportés par le malonyl CoA Cet intermédiaire fondamen- 
tal de la synthèse des acides gras est élaboré à partir de Facétyl CoA ; la réaction de 
carboxylation est catalysée par une enzyme à hiotine appelée facétyl CoA 
carboxylase. 


CHj-CO-SGaA + CO, 


Ariiyl CoA 
tarbOAjJast 

N — 

AT P + HjD ADP + P, 


COOM— CH^CO-^-SCoA 


La réaction représente l’étape régulatrice de la voie de biosynthèse des acides 
pas, facétyl CoA carboxylase est une enzyme ail os t crique activée par le citrate. 

L'acétyl CoA* précurseur de la synthèse des acides gras T est formé dans la 
mitochondrie des cellules eucaryotes {décarboxylation oxydative de l’acide pyruvi- 
que, 0-oxydation)» le transfert d’une molécule d’acétyl CoA du compartiment 
mitochondrial vers le compartiment cytoplasmique est réalisé par le passage d’une 
molécule de citrate, selon La figure 7,4, 


Aofryî CoA 

CHj— CO-^SCûA 


+ 


COOH 

1 

CH, 

1 

HO— C— COOH 

COOH 

1 

Ci Ira le 

0-0 

1 

T 2 

COOH 

synihÉLase 

7^\ 

HjO HSCùA 

1 

CH, 

1 

Acide 


COOH 

oxate- 


Aride citrique 

ac^iquc 


iniramiiu- 

chondrial 




Membrane [UilGCthnïdiLale 


Aitelyi CoA 


ÎClJlSfÇtfl 


COOH 

I 

CH, 

m B* 


HÛ^Ç— COOH 

I 

CH, 

COOH 
Aude cilnque 
iqftoptosmiqwc 


CHj-CO^SCoA 


KSÇoA 
\ „ 


+■ 

COOH 

c-o 

1 

ÇH , 

/ 

N 

AT? 

ADP 

[ 


+- 

COOH 


F, 

Acide 
okbIg- 
a ci tique 


MITOCHONDRIE 


CYTOPLASME 


f%ure 7.4 Mécanisme du passage de l’acétyl CoA vers te cytoplasme. 


2, L'ACP : * ACYL CARRIER PROTE IN » 

L’ACP ou acyl carrier protein joue dans la synthèse des acides pas le même 
rôle que le coenzyme A dans leur catabolisme, celui de transporteur et d’activateur 
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des acyles intermédiaires. L*ACP est une petite protéine qui possède un groupement 
prosthétique constitué de phospho pan té théine, identique à celui du coenzyme À 
terminé par un groupement sulfhydryle SH sur lequel se fixera le carboxyle de 
Facyle : 


ACP- S 



On remarquera l'identité des groupements d'atomes réactifs responsables de 
l'activation des acides gras, dans le coenzyme A et dans F ACP, 

Chez E. coli, FÀCP est une protéine libre, chez les Eucaryotes, elle constitue la 
sous-unité centrale du complexe multienzymatique appelé acide gras synthétase. 



Figttft 7.5 Siruclurc de l’ACP- 


d) SlfUCturc schématique. 

h) Détail de la structure du groupement prosthétique. 


Le transfert de l’acétyl coenzyme A et du maUmyl coenzyme A sur FACP est 
catalysé par deux transacylases : 

Acftyl CoA + ACP -SH At * lyl C . U \ Kétyl ACP + Ch A- SH 

transi iivksc 


CoA * ACP- SH ACP + CoA -SH 
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3. LES ÉTAPES DE LA BIOSYNTHÈSE DE L’ACIDE PALMITIQUE 

La biosynthèse commence par la condensation d'un composé dicarboné issu du 
maionyi ACP sur le groupement acétyle d'un acétyl ACP. 


CH- C- S ^ACP + COOII -CH.- l -, S -ACP 
■ Il 'Il 

O O 


flt'ÉÉoaejIrÀCP 
Rynilidia^ * 


CO, 4 ACP 4 CH j— C — CH,— C - S -ACP 
Il ' Il 
O O 


ITcéio-bwanûyl- ACP 


L’aeétyJ ACP sert d’amorce pour la synthèse, la molécule de dioxyde de 
carbone libérée esî celle qui avait été incorporée lors de la synthèse du matonyl CoA. 

Puis, le ^cétoacyl-ACP est réduit en jWiydroxyacyl-ACP par une traiishydro- 
génase à N ADP" . 


CMj - c - en,- c -r sacp 
il ’ il 
O q 


<rt-o£t 09 tfyJ ■ ACP 


3ilKEü!* 


N AO PH, H 


NADP^ 


CHj— CHOH— CH j— C - SACP 
il 
O 

ÿ-hydrcuy feusarmyl- ACP 


Ensuite, le jS-hydroxyacyl-ÂCP est déshydraté en déhydroacyl-ACl 1 (ou 
crotouyl-ACP). 

CH j— CHOU— CH C - SACP P — ^ CH - CHMi~C - SACP 

ddihyidFaMse ' il 

O A o 

H,0 

dêhydrm 2.-3 bsrtancsyl.-ACP 

Le déhydro 2-3 âeyl-ÀÇF est réduit en acyl-ACP par une déhydroacyl-ACP 
réductase à NADP + , 


CHj— CK=CH — C- SACP Cl i C H,— CH — C - S ACP 

Il ^rédiMrtasc; ’ Il 

O / A o 

NADPH, H ' H>ADP" 

buianuyl-ACP 


L Incorporation d'un chaînon dicarboné va se répéter six autres fois ; à chaque 
cycle s un matonyl- ACP introduit un chaî non acétyle sur le carboxyîe de l'acide gras 
en cours de synthèse, un ACP-SH et une molécule de COj sont libérés. 

Les sous -uni te s de l'acide gras synthétase fonctionnent de façon coordonnée. 
Le degré d'organisation de ce com plexe varie selon les espèces ; chez E, coli les sous- 
unités existent sous forme indépendantes, chez les eucaryotes, il existe différents 
modes d’association des enzymes au sein d'un complexe intégré. 

Dans le cas d'associations muitienzymatiques fortement condensées, P ACP 
occupe une position centrale dans le complexé et la chaîne phosphopantéthé inique 
assure le déplacement des résidus acyle d T une enzyme à l'autre. 

Lorsque le palmityl-AÇP est formé, l’ acide palmitique est libéré par hydrolyse 
de la liaison thioester, sous l’action d'une désacylase. 




JcdnLu: 

- S- ACP 4 H P > CH , -(di z ) ]4 — COOH 4 ACP-SH 


O 
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La comparaison entre la voie de synthèse et la voie de dégradation des acides 
gras montre certaines similitudes, mais aussi des différences majeures : dans les deux 
cas, les acyles sont activés par des groupements ptophopantéthéme ; biosynthèse et 
dégradation mettent en jeu des déhydro 2-3 acyles, des 3 eéto-aeyles et des 3 hydro- 
acyles, En revanche les localisations cellulaires de ces deux voies sont différentes „ la 
p-oxydation est intramitochondriak , la biosynthèse est cytoplasmique ; en outre la p- 
oxydation met en jeu des transhydrogénases à FAD et à N AD* , là biosynthèse des 
transhydrogénases à NÂDP f . 

4. ORIGINE DU NADPH, H + 

L’anabolisme des acides gras est dépendant du catabolisme glucidique, le 
NADPH, H + est produit au cours des deux réactions d'oxy do-réduction de la voie 
des pento&es (p. 174) et au cours de la décarboxylation oxydative de F acide malique ; 


CjOOH 

CHOU 

1 

Ÿh 

COQH 

F-nzyimc imlïquc 

COOH 

1 

CO, + c-o 

CHj 

«ADP" 

h'ADPH n H* 

acide 
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maLq-jç 
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B, Allongement et désa tu ration des acides gras 

Les modifications que subit l’acide palmitique pour être allongé et/ou désaturé 
sont essentiellement réalisées par des enzymes de la fraction microsomale. 

On appelle microsonies les particules résultant de la désintégration du 
réticulum endoplasmique après homogénéisation de la cellule et fractionnement des 
unités sub-celîulaires, 

A côté de ces enzymes liées à la membrane du réticulum endoplasmique, il 
existe un mécanisme d’allongement de l’acide palmitique, localisé dans les mitochon- 
dries et fonctionnant par réversibilité de la ^oxydât ion . 


L ALLONGEMENT DES CHAINES D’ACIDES GRAS 

* Le système mitochondrial d'allongement 

La chaîne d’acide palmitique, de même que celle de certains acides grçs 
insaturés sont allongées dans la mitochondrie, les chaînons dicarbonés sont fournis 
par l’acétyl CoA. Les enzymes impliquées sont celles de la jî-oxydarion à l’exception 
de Fenzyme qui réduit le déhydro 2-3 acyl CoA en acyl CoA ; au cours de cette 
élongation c’est une transhydrogénase à NADP* qui agit, alors que celle qui catalyse 
la réaction inverse au cours de la jB-oxydation est une flavoprotéine à FAD. 
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ou par phosphorylation du glycérol ; 


CHnOH 

1 

CHOH 


CH, Oli 

1 " 

Ëlytctiût-k inasc 

CHOH 9 

1 II 

| 

CH pH 

"X r 

çh,-ü— r-OH 

OH 


ATP 

Éljcérol 




ihccrol-T-phosphal'L 


Z, LA FORMATION DES TRIGLYCÉRIDES 

Les acyl CoA sont donneurs de groupements acyle, deux d’entre eux 
interviennent dès la première étape qui est la synthèse d’une molécule d’acide 


phosphatidique : 



i l li— O— t -R, 

CH : OH 

R,— C - SCoA 

g|vccitil-phû4phaEc- 

II 
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èhOH + 

II 

acvl-lrafiifèrase 
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i H - O— C— R. 
1 11 

CH]— G’-© 

R.— C - Si u A 
' IF 

O 

1 Co A-S H 

O 

CHj-O-© 


.'h' nie p}iui|>lHlidk|uc 


Les acides phosphatidiques soumis à une hydrolyse libèrent le phosphate et un 
diglycéfide, ce damier reçoit un troisième aeyie. apporté par un acyl CoA f et se 
transfomie en triglycéride. 


CH, — O — C-=R. 
I II 

|! o 
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Remarque : La resynthèse des triglycérides dans la muqueuse intestinale lors, de 
la digestion des graisses procède selon un, mécanisme différent et met en jeu comme 
intermédiaires des monoglycérides (monoacylglycérols) et des diglycérides (diaeyL 
glycéiols). 

3. LA FORMATION DES PHOSPHOOLYCÉRÛLÏFIDES 

Le mécanisme de synthèse des pbosphoglvcérolipides est fondamentalement 
différent chez les bactéries et chez les animaux. 

Phosphatidyl choline et phosphatidyl éthanolamine sont synthétisés à partir des 
1-2 diglycérides (L2 diacyl gtycérols) et des amino-aLcooh correspondants sous forme 
activée : CDP choline et CDP éthanolâmine. 



031 OH 


CDP Choline = cytidine d [phosphate choline. 




CDP Ethanolamine - cytidine diphosphate éthanolamine. 
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La condensation des deux formes isomères aboutit au géranyl-pyrophosphate 
(C|ÿ) t qui en se condensant lui-même avec une nouvelle molécule d'isopentényl- 
pyrophosphate forme le famésyLpyropbosphate (C 1S ). 


ÇH!j Isd pc nté uy I - py rophospha te 
CHj 
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Une ultime condensation symétrique de deux unités de famésyl pyrophosphate 
forme le squ alêne (C w ) (voir p, 200). La réaction,, qui est catalysée enzymatique ment 
au niveau des microsomes du foie, consomme une molécule de NADPfL H + pour 
former la liaison C — C 

D’où l’équation globale : 


16 «*tyL CoA + 6 Hp 


18 ATP 18 ADP + G P, + G PP 
— ■ Squifcne + * CÜj + 18 BS CoA 


13 rfADPH, H" 1JNADF* 
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qui met en évidence la consommation importante d'acétyl-CoA, d'ATP et de 
N ADP H, H’ lors de cette biosynthèse, 

La seconde phase qui correspond à la cyclisation du squalene et sa transforma- 
tion en cholestérol comporte : 

— une oxydation, en présence de NÂDPH, H* et d’oxygène moléculaire qui 
aboutira en définitive à la fixation d’un hydroxyle en 3 sur le stérol ; 

— une cyclisation accompagnée de réarrangemetits qui conduit en premier lieu 
au lanostérol, produit cyclique présentant une structure stérolique type. Chez les 
animaux* le lanostérül est le précurseur des autres stérols* ce qui n'est probablement 
pas le cas pour les phytostêrols. 

Le lanostérol possède trois groupements méthyle de plus que le cholestérol, ces 
derniers sont oxydés en groupement — CQGH puis éliminés par décarboxylation* 
ainsi en plusieurs étapes le zymostérol est formé. 


ah ch, 



Le déplacement de la double liaison du cycle en 5=6, et la saturation de ta 
double liaison de la chaîne sont des transformations qui assurent la transformation du 
zymostérel en cholestérol 



right 


trial 



LE iMÊlAfiOLISMi DES LlPtDES 


201 


ZymcHiêro! 
llH U CH, 



Toutes ce s réactions enzymatiques sont caractérisées par une stéréospécifieitl 
très étroite. 

Le cholestérol est le point de départ de la synthèse de divers stéroïdes : 
vitamine Dj (diolécakifêrolb sels biliaires, hormones stéroïdes. 

B. La biosynihèse des terpènes 

La bîosynthèse des terpènes qui sont des composés typiquement d'origine 
végétale est réalisée selon les mêmes principes que celles du squalène soit : 

— des condensations successives disopeutényl-pyrophosphate qui allongent la 
chaîne de 5 atomes de carbone ; soit : 

— des condensations symétriques analogues à celles du farnésyl-pyrophos- 
phate qui doublent le nombre d'atomes de carbone. 

On distingue ainsi : 

* Jet Tncno terpènes (C M ) et les Scsquitcrpèhes fC 13 ) qui entrent dans la 
composition des essences végétales. J&r. : géranioL menthol, santonine ; 

» les dîierpènes (C 3> ) auxquels on peut rattacher le phytol et le rétinol ou 
vitamine A ; 

* tes triterpèrtés |C W ) dont nous connaissons l’exempte du squalène ; 

* les tétraterpènes (C 40 ) qui constituent le groupe des caroténoïdes. Ex* : j0 
carotène, lycopène ; 

* les poiyterpènes (C^ à C n(> } auxquels se rattachent les quinones (ubiquinones, 
plastoquinones) ; vitamines K, ainsi que les latex ou caoutchouc. 
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Lés. acides aminés sont â La fois les précurseurs et Les produits de dégradation 
des protéines, ils jouent un râle capital dans l'élaboration et le maintien de la matière 
vivante ; ils proviennent soit d’une synthèse endogène, soit de F alimentation, soit 
enfin de la dégradation ou du renouvellement des protéines circulantes et tissulaires. 
Comme il n'existe pas de réserve en acides aminés, les interrelations avec les 
métabolismes glucidique et lipidique contribuent à équilibrer les échanges d'azote 
aminé et les adapter aux besoins cellulaires. 

Le cycle de F azote dans la biosphère est entièrement dépendant des micro- 
organismes, des phénomènes capitaux tels que : 

— la fixation de F azote atmosphérique 

— la nitrification 

— l’ammonification de Fazote organique 

sont assurés en partie ou en totalité par les bactéries, les cyanophyoées et les 
champignons inférieurs (fig. 8.1), 



Figure 8,1 Cycle -de l'azote dams la biosphère. 
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Les organismes vivants ont à l'égard de l’azote aminé des exigences variables, 
certains, les bactéries prototropfoes, sont capables d' utiliser l'ammonium (NH 4 ) 

pour synthétiser les acides aminés et les autres molécules azotées organiques ; 
d’autres, les végétaux supérieurs, utilisent le nitrate (NOj ) ; en revanche, les 

animaux n’utilisent l’azote que sous forme organique. Les acides aminés indispensa- 
bles doivent être fournis préfabriqués dans la ration alimentaire, les autres sont 
formés au cours de réactions de transfert du groupement — NH 2 d’un acide aminé sur 
une molécule carbonée. 


L LE CATABOLISME DES ACIDES AMINÉS 


À. Lé catabolisme des acides aminés dans la cellule animale 


1. LA DÉSAMINATION OXYDATIVE 


Tous les vertébrés excrètent l’azote aminé, sous forme d'urée (mammifères), 
d’ammoniac (poissons), ou d’acide urique (oiseaux, reptiles). 

Dans le schéma général, le catabolisme des acides aminés commence par une 
désamination oxydative, dans de nombreux organismes on trouve plusieurs types 
d’aminoacides déshydrogénases, dont certaines n'exercent qu’un rôle mineur. 

L'une est une flavoproléine au lu ’ oxydable à fMN, spécifique des aminoaddes 
en configuration L, appelée L-ammoaride oxydase : 


CÛOti 

a 

Ntï 2 

L-addii ütiiaé 




HA 


O, 


R — Ç — ÇQOH 

SI 

Û 


âtirîc -v ^tLLnùqus 


Le peroxyde d’hydrogène, H 2 0 2 , est ensuite décomposé par une catalase 

-calilasc _ „ 

H A + Hjü ♦ 1/20, 


La participation de cette enzyme au catabolisme général des acides aminés peut 
être considérée comme négligeable. 

L’autre est une flavopiotéine auto-oxydable à F AD, spécifique des aminoaddes 
en configuration D, appelée D’aminoacide oxydase. 

Cette enzyme est très active, bien que ses substrats (les D-aminoacides) ne se 
rencontrent pas dans les conditions naturelles ; c’est un fait paradoxal dont la 
signification est discutée. 
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Pour les transaminases que l’on trouve chez les animaux, un couple de substrats 
tels que 

ph 

R — C—COOH et R. -CH 

' \ 

O CGOK 

est constitué des acides a-cétoglutarique et glutamique, l'autre couple peut varier. 

Le phosphate de pyridoxaï, coenzyme groupement prosthétique, se combine 
transitoirement au groupement NH 2 pour former la pyridoxamine-phosphate selon 
un mécanisme ping-pong décrit page 102* 

Peux transaminases ont un rdle essentiel dans le métabolisme des acides 
aminés ; l’enzyme la plus répandue est la glutamate oxaloacétate transantmase 
(GOT) également appelée aspartate amtnotmnsférase (ASAT) qui catalyse la 
réaction : 

glutamate + oxaloacétate **. a-céto-glutarate + aspartate ; 

vient ensuite la glutamate pyruvate transaminase (GPT) également appelée alanine 
aminotransférase (ALAT) qui catalyse la réaction ; 

glutamate + pyruvate ï* a -céto-gîutarate + alanine , 

La transamination est un processus de dégradation au cours duquel le 
groupement aminé transféré â ]’a-cétogjutarate peut ensuite participer à la formation 
de Purée, Pour les addes aminés non transaminablcs, la lysine en particulier, le 
mécanisme de dégradation est différent, spécifique de l’acide aminé considéré. 

La transamination est aussi un processus de synthèse permettant l'élaboration 
d h un acide aminé à partir de l'acide cétonique correspondant. A ce point de vue on 
peut distinguer : 

* Les aminoacides trattsaminabks dont la copule hydrocarbonée est synthétisée 
dans le métabolisme commun. Ces acides aminés dits non mdispensabîes pour 
l’organisme comprennent : F alanine, F acide aspartique, F acide glutamique, la 
cystîne, la glycine, la praline et Phydroxy praline, la sérine, la tyrosine. L’arginine 
appartient à ce groupe chez l’adulte, mais chez le jeune eu croissance la vitesse de 
synthèse est insuffisante pour satisfaire les besoins. 

■ Les amiiwacides non transa min ahles ou pour Lesquels l'organisme ne peut 
réaliser la synthèse de Facide cétonique correspondant. Ils sont dits memkîs ou 
indispensables puisqu’ils doivent Être fournis par les aliments. Tel est le cas pour 
notre organisme des huit aminoacides suivants : isole urine, leuciue, vallne, méthio- 
nine, thréonine, lysine, phénylaJanine, tryptophane. 

4. AUTRES MODES DE DÉSAMINATION 

Il en existe plusieurs. Par exemple : 

— Désamination comportât^ une déshydratation comme c’est le cas pour La 
sérine sous rioflueace de la sérine déshydrase dont le cœnzyme est le pyridoxaï 
phosphate ‘ 
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Une réaction analogue est possible à partir de la thréonine. 

La cystéine est désaminée selon un mécanisme similaire par une cystéine 
desulfhydrase. 

— Désamination désaimante comportant la formation d’une double liaison. 
Ainsi riiistidine est désammée en urocanate qui conduit ensuite par ouverture du 
noyau imidazole à r^formimino-L-gîutamate. 
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y 
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5. LA DÉCARBOXYLATION DES AM1NQ ACIDES 


En présence de décarboxylases spécifiques, les acides aminés peuvent former 
du dioxyde de carbone et une amine selon la réaction générale : 


R- CH 

COOH 


ûü tkcariwAvJasi; 

— R— CHf— NH ï+CO; 

(PLP) 


Le coenzyme est le pyridoxal phosphate. L’importance de cette transformation 
est quantitativement négligeable, elle n’a de signification que grâce aux propriétés 
des amines formées. 

Ex. : La décarboxylation de histidine conduit à rhàtamine, qu’une histamînase oxyde 
en aldéhyde : 




CHj— CHj— NHj 


histamine 
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7. LES DESTINÉES DE LA COPULE CARBONÉE 

La chaîne hydrocarbonée, résultant de la perte du groupement NH 2 s intègre 
au métabolisme selon sa structure. Certains acides aminés dont la voie métabolique 
passe par Je pyruvate ou on composé voisin s'intégrent à la voie des glucides. Ce sont 
des amine-addes glucoformateurs. Les autres ont une séquence de transformation 
qui aboutit à Facétyl-coeuzyme À, ils sont dit cétogènes ; certains sont en partie 
giucoformateurs et en partie eélogènes, ils sont mixtes. 




SucdnÿJ • CoA 

Suce marte 
+ 

Fuma rate 
1 

Malatc 




Trci 

Leu. 

Ik 


jluünlyrmalc jri) 

Flipr# SJ Destinées de la copule carbonée des acides aminés, 

a) Les actées aminés glucoformaieurn. 

b] Les acides aminés céiogéncs- 

Les addes aminés soulignés soni mixies. 


Exemples : 

* Transamination de l'alanine en présence d ALAT (GPT) : 

h 

alanine + «-cétoglutarate pyruvate + glutamate . 

• La phényîalanine et la tryosine sont cétogènes et glucoformateurs ; le 
premier est un acide aminé essentiel qui s’oxyde facilement et irréversiblement en 
tyrosine. 

Lors du catabolisme t la tyrosine est transaminée en jP*hydroxyphényl-pynjvate 
en présence d’û-cétoglutarate. Après oxydation et décarboxylation il y a formation 
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d'acide homogentisique ou akaptone. Enfin, une nouvelle oxydation suivie d'une 
ouverture du cycle conduit à un mélange de fumarate et d’acétoacétate. 


0r cnr 4 

phénylaîsttin* 
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— JcT" 4 
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COOH ÇOOH 

CH CH. 
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► CH + CO 
3 E 

COOH CH] 

fumarate ac^toacdlale 


Ces transformations peuvent être à l’origine d’erreurs du métabolisme. 

• L’oligophrénie phényl-pyruvlque ou phénybeétonurie est caractérisée par 
l’association de troubles mentaux et la présence diacide phényl-pyruvique dans les 
urines {coloraiïon verte par le perchlorure de fer). C'est une maladie familiale et 
héréditaire. 

La lésion biochimique » est une carence enzymatique qui empêche la 
transformation de phénylalanine en tyrosine : la transamination porte alors sur b 
phénylalanroe et aboutit à F ac ide phényl-pyruvique ; 



r CH,— CO— COOH 


J 


Le ïryptopfiane peut être catabolise apres ouverture du noyau pyrrolc en divers 

composés qui peuvent conduire à l’acide nkotinique. Il est également le point de 
départ de la synthèse des phytohormooes de croissance ou auxines tels que l 'acide 
tndol-acétique que l'on trouve par ailleurs dam l’urine des patients atteints de 
phénylcétonurie. 
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B, Le catabolisme des acides aminés chez les bactéries 

De nombreuses bactéries, les Entérobactéries en particulier, possèdent deux 
voies de dégradation des acides aminés ; ces derniers sont catabolisés de façon 
différente en milieu acide et en milieu alcalin. 

En milieu acide, à pH ^ 6, la synthèse et l'activité des décaiboxylases sont 
favorisées ; en milieu alcalin, à pH > 7 T c’est la synthèse et l’activité des désammases 
qui remportent. 
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C» La biosynthèse des acides aminés 

Cest un ensemble complexe de transformations donnant lieu à de nombreux 
phénomènes de régulation pour lequel nous limiterons notre étude à quelques 
remarques essentielles. 

• Le glutamate et la glutamine jouent un râle essentiel dans le transport du 
groupement NH 2 chez les animaux, chez les végétaux Faspartate et l’asparagine 
assurent cette fonction de façon prédominante. 

* Le glutamate résulte soit d'une amination réductrice de l'a-cétoglutarate 
catalysée par la glutamate déshydrogênase, soit d’une transamination avec un certain 
nombre d'ami noac ides. Le glutamate est lui-même Ira nsa minable avec I 'oxaloacétate 
pour former raspartate, La synthèse de ce dernier composé peut résulter, dans des 
organismes végétaux et bactériens, d’une amination réductrice de l 1 oxaloacétate, 
ou d'une amination directe du fumarate* 

Lo-cétoglutarate, l’oxaloacétate et le fumarate sont des étapes du cycle des 
acides tric&rboxyliques, U y a donc là des points de convergence pour ces différents 
métabolismes. 

■ Le passage aux amides correspondantes se fait par fixation directe d'ammo- 
niac en présence d'ATP fournissant l'énergie. 


glutamate + NH, + ATP «*“**^“*"« . glulamme + A DP + P m . 


— Les voies de synthèse des atmnoacides peuvent être rattachées à un nombre 
limité de composés du métabolisme commun ou du métabolisme glucidique ; 
pyruvate, oxaloacétate, oKétoglutarate, phosphoglycérate et pentoses. On distingue 
ainsi : 

* Les dérivés du pyruvate i alanine, valine, leucine. 

# Les dérivés du phosphoglycérate : sérine, glycine, cystéine. 

• Les dérivés de l’oxabacétate : aspartate, lysine, thréonine, méthionine, 
isole itctne ainsi que Je diaminopimélate qui est un constituant de la paroi bactérienne. 

* Les dérivés de l’a-cétoglutarate : glutamate, proline et arginine ainsi que la 
lysine chez les levures et les moisissures (chez les bactéries et les plantes vasculaires 
la synthèse de la lysine dérive de raspartate). 

• Les dérivés d’oses : acides aminés aromatiques (phénylalallnc, tyrosine, 
tryptophane) rattachés à Lérythrose-d-phosphate et riiisiidine dérivant du ribose- 
5-phosphate. 

— Toutes ces voies nécessitent, outre les substrats communs à tous les 
organismes et l'apport énergétique sous forme d’ ATP en particulier, des équipements 
enzymatiques. Dans un organisme donné un grand nombre font souvent défaut et 
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l’aminoacide m le groupe d^aminoaddes devient pour lui essentiel ; on dit encore 
indispensable. Ainsi Forganisme humain ne synthétise aucun de ses acides aminés 
aromatiques, seul le passage de la phénylalanine vers fa tyrosine est possible. 


D. Métabolismes particuliers décides aminés 

Les voies de transformations étudiées jusqu’alors présentaient une certaine 
généralité, À côté de celles-ci, chaque acide aminé peut, grâce à sa chaîne latérale 
participer à des métabolismes particuliers qui varient selon l'organisme considéré. 

* Le plus simple des amlnoacides, la glycine, est à F origine de l’ensemble des 
porphyrines. Par condensation d’une molécule de glycine et d’une molécule de 
succinyl CoA il se forme de Po-amino jS-céto adipate qui est décarboxylé en S^amino 
lévulinate en présence de pyridoxal phosphate. Deux molécules de ^aminolévulmate 
peuvent alors former un noyau pyrrole substitué : le porphobilnogène. 


succmyl - Ct> A - glycine 


HSCoA / Mil 

— *■ HOOC” CH -CH- CO -CH - — ► HOOC- (CH, ^-CO-CH-NH, 

^COOH G arotou Wvuliratfc 

es aminci p cÉtradipatc 


Zâamino Livubnale 


2 HjO 



NHj PorptiobiliiKigéne 


Quatre molécules de porphobi linogène peuvent former une porphyrine après 
élimination des groupements NH 2 , Selon le mode de condensation et les transforma- 
lions ultérieures (décarboxylations en particulier) on aboutit ainsi à l’ensemble de la 
série des porphyrines et de leurs dérivés comportant soit du fer (hèrnes, hé matines) 
soit du magnésium (chlorophylles). 

* La méthionine présente l’intérêt d’être I la fois un donneur de soufre 
(transulfuration) et de groupements méthyle (transméthylation). 

— Après déméthylation en homocystéine il y a condensation avec la sérine 
pour former de la eystathionine qui peut être hydrolysée en homosérine et cystéine. 
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— La méthionine qui est le principal donneur de groupe ment méthyle doit être 
préalablement activée par F ATP pour former de la 5 S-adénosyl-méthionine dans 
laquelle le soufre est sous forme sulfonium. 


+ / 
L Méthionine 4 AtP - CH ,-5^(01^ -CH 

Ad 


,nh; 


pp 


coo 


S BK^îwsï'lJiiétNtoniiM 


Au cours du transfert du groupement méthyle la méthionine activée est 
transformée en homocystéine et le nucléoside est libéré. La fixation d’un groupement 
méthyle intervient dans de nombreuses synthèses aboutissant à des composés variés : 
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Elle permet également certains processus de détoxication. 

• Les acides aminés aromatiques sont les précurseurs de nombreux dérivés 
ayant une importance biologique primordiale. 

— La tyrosine par oxydation est à l'origine des mélanines. Elle permet la 
biogenèse de la n-oradrénalme et des hormones thyroïdiennes. 
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— Le tryptophane peut être le précurseur de l’acide nicotinique et des auxines 

(p. 212). 
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— Chaque voie possède un composé intermédiaire commun : 

* orotidine-S'-munophosphaie pour la série pyrimidique, 

* h.yposanihine’j'-mo'ffiophosphaie pour la série pu trique, 

— Les biosynthèses passent donc toujours par le stade nucléoside-S'-mono- 
phosphate comportant un résidu ribosyl Le passage à La série désoxy- se réalise par 
réduction du nucléotide déjà formé. 


A. Biosynthèse des nucléotides pyrimidlques 

1. LA FORMATION DU CARBAMYL ASPARTATE 
A partir du carbamyl phosphate : 


HjN-C^Q^© 

ill 

O 

synthétisé d’une manière analogue à celle étudiée à propos du cycle de l’urée 
(p. 2LQ), iï y a condensation avec i’aspartate pont former du carbamyl phosphate. 

Remarque : La synthèse du carbamyl phosphate est cytoplasmique à la 
différence de celle du cycle de L'urée qui est localisée dans les mitochondries des 
hépatocytes. 

La synthèse du carbamyl aspartate est catalysée par une as part a te transcarba- 
mylase, enzyme alJosténque qui assure La régulation de cette voie de biosynthèse. 
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L’enzyme oligomérique, constituée de sous-unités catalytiques et de sous- 
unités régulatrices f est inhibée allô stérique ment par le CFF, L’enzyme est du système 
K , la augmente avec la concentration du CTP, sans changement de 

VV 

L’ATP s’oppose à L'action du Ci F en empêchant la fixation de l'inhibiteur sur 
son site allostérique (fig, 9,1), 
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Fljurt 9.1 tourbe i, = f(s) pour l'aspartatc transcarbamylisse 
à concentration constante Je carbamyl phosphate. 

à) Courbe sans effecteur. 

£f) Courbe en présence Je GTE 

e) Courbe fin présence de CTP, à la même concentration qu’en ® , mais, en présence ct'ATP. 
d) Courbe sans effecteur, mais après dénaturation partielle à l’aide de sels mercuriques, les sous- unités 
n’interagisseni plus les unes sur les autres, l'enzyme est désensibilisée, la cinétique est devenue 
michaelicnncr 


2, LA FORMATION DES FYRIMIDINES-5' PHOSPHATE 

Par déshydratation, il y a fermeture du cycle pyrlmidique (acide dihydro- 

oroîique) et par déshydrogénation en présence de N AD* , formation d’orotate. 
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FIj^jiï 9.J Synthèse de l'adde orotique. 
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L© ribose se fixe sur le cycle pyrimidique, la Maison N-osidiqut se formant entre 
l’orotate elle PRPP. L'orotidine-S-monophosphate résultant est décarboxylé en uridme- 
5 -itionopbosphate (UMP) 
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Figure 9,3 Synthèse de LUMP. 


Dans certains cas une utilisation directe de furadJe exogène paraît possible 
grâce i une phosphorylation à partir du ribose 1 -phosphate. 

Les pymmdines-5 J -monopbosphate sont phosphorylées en pyrimidines-diphoa- 
P hâte, réaction catalysée par une nudéoside monophosphate kinase, l'ATP est le 
transporteur de phosphate. Les pyrimidines-triphosphate proviennent de la phospho- 
rylation des pyrimidines-dt phosphate, réaction catalysée par une nudéoside diphos- 
phate kinase. 
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Le passage à la cytidine S'-triphosphate (CTP) est réalisé par amination de 
l’uridine S'-triphosphate (UTP) selon le schéma suivant : 
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Fllfurc S.4 Passage de È'UTP au CIP. 


La formation des désoxyribonucléotides a lieu par réduction de Phydroxyle en 
2 du ribose dans les nucléosides diphosphates» réaction catalysée par une rtucléoside 
d iphosphate réductâse. 

La tMorédoxiite est un cofacteur protéique à groupements thiols qui joue ïe 
rôle de réducteur. 
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Figure 9.S Formation des désosyrilïoniiclÉosidçs diphosphates. 
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La thiorédoxme oxydée est régénérée sous sa forme réduite au cours d’une 
réaction catalysée par la thiorédoxine réductase, le N ADP H, H* étant le réducteur, 
La biosynthèse du désoxythymidine-5'- phosphate (dTMP) est réalisée par 
méthylation du désoxyuridjne-5'-phosphate (dUMP), îe dormeur de méthyle est le 
N 5 , H 10 méthylène tétrahydrofolate (N*. N 10 méthylène THF), 
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Figure 9.4 L'acide folique et scs dérivés. 


Au cours de la réaction de méthylation du dUMP en dTMP, le N 5 , 
N eo méthylène THF, après avoir cédé un groupement méthyle et deux hydrogènes 
apparaît sous forme de dihydrofolate (FHj) ; le recyclage de ce produit en 
N 5 , N 1V méthylène THF se fait en deux étapes. 
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FLjjurf 9.7 Amination du dUMP. 


II. Biosynthèse des nucléotides puriques 

Le point de départ de la biosynthèse des nucléotides puriques est le 
ribonucléotide de la glycirtamide. Ce précurseur est synthétisé en deux étapes à partir 
du PRFP. 

Sur ee composé viennent se fixer: 

— deux résidus méthanoyl cédés par le N% H 10 méthényl THF, 

— un carboxyle par carboxylation directe) 

— une molécule d'asparte suivie de rélimination de fuma rate (donc fixation 
d'un groupement aminé), 

— un groupement aminé à partir de k glutamine. 
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Figure 9.8 Synthèse du riboaudéotMc de la glycinamidt. 

Beaucoup de ces étapes nécessitent de l’énergie sous forme d'ATP, Après 
cyclisation avec élimination d'eau p La synthèse aboutit à l’acide inosique (fig. 9,9) ou 
IMF. 

Le passage aux autres nucléotides est résumé sur la figure 9.10. 

Le mécanisme de réduction qui aboutit aux désoxyribonudéotides puriques est 
analogue à celui des nucléotides pyriroidiques. 


IL LE CATABOLISME DES NUCLÉOTIDES 

Pentoses et phosphate appartiennent à des métabolismes déjà étudiés, seule la 
destinée des bases sera envisagée ici. 


À. Le catabolisme des bases pyrimidiques 

Il est complexe et comporte la formation d’acides aminés. Les produits 
terminaux sont, che£ l’homme, l’urée, l’ammoniac et le dioxyde de carbone, 

B, Le catabolisme des bases puriques 

Le catabolisme des bases puriques est localisé dans le tissu hépatique ; il 
comporte une désamination hydrolytique, non oxydative, suivie d'une oxydation par 
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la x a nthi ne -oxydase dont le cœnzyme est le FAD> et qui est abondante dans le foie. 
Je rein et le lait (enzyme de Schardînger). 

La dégradation s'arrête à ce stade chez l'homme et les singes supérieurs par 
suite de l’absence d’uricase. Par contre, chez les autres Mammifères, Furieuse 
provoque une décarboxylation oxydative avec ouverture du cycle pyrimidique, qui 
fournit de l'allantoïne dont la dégradation peut se poursuivre chez d'autres espèces 
animales jusqu’au stade d'urée (Batraciens, Poissons) ou d'ammoniac (Crustacés, 
Lamellibranches marins). L'ouverture du cycle sous l'action de Furieuse entraîne la 
disparition d'une bande d'absorption LLW de L'acide urique et permet le dosage 
spectiophotométrique d’un substrat, ce qui est relativement rare. 
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Biosynthèse des acides nucléiques 
réplication et transcription 


À partir des résultats des recherches de G. Mende! publiés en 1866 sur la 
transmission des caractères héréditaires, les premières données complémentaires sur 
ce problème datent du début de ce siècle. 

• La théorie chromosomique de r hérédité localise les gènes responsables de cette 
hérédité sur les chromosomes dont la composition sera précisée beaucoup plus tard. 
La connaissance de la structure chimique des chromosomes : ADN et historiés, ne 
permettait pas d'ailleurs de préciser quelle était la fraction, protéique ou rtuçiéique 
qui constitue les gènes. 

* Durant cette période un lien étroit est établi entre l r hérédité, en particulier 
celle des caractères chimiques, et les protéines, plus précisément les enzymes- 

Depuis 1940, les progrès considérables des techniques d 1 analyse biochimique et 
l'utilisation des micro-organismes, essentiellement des bactéries, ont fait progresser 
rapidement les connaissances. 

— L'ADN est identifié au facteur transformant responsable du caractère 
avirulent et de l'absence de capsule d'une souche de Pneumocoque ; ce qui est une 
preuve du râle fondamental de LADN dam lu transmission des caractères héréditaires. 
Il en est de meme de l'étude du mécanisme de l'infection virale. 

— L'analyse génétique et biochimique de mutants permet d'établir la preuve 
expérimentale directe que les gènes dirigent la synthèse des protéines et que la 
structure propre à chaque protéine est déterminée pat un gêne spécifique (colinéarité 
entre un gène et son produit, la protéine). 

L’information que représente la structure protéique primaire ou séquence doit 
être contenue dans le gène, c'est-à-dire dans F ADN le constituant. Elle est par 
ailleurs stable, donc permanente, et transmissible. Compte tenu de la structure des 
acides nucléiques et des résultats précédents, c’est dans la séquence nucléotidique de 
chacun d'entre eux qu'il faut rechercher cette information, 


A, Lit réplication de F ADN 

Pour que l'Information demeure identique à elle-même au cours de la 
reproduction et de la multiplication cellulaires, il est indispensable que P ADN 
synthétisé soit identique à PADN initialement présent. 
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1. LA RÉPLICATION EST DU TYPE SEMI-CONSERVATIF 

D&ns une expérience datent de 1958, Meselson et Sfahî démontrent par 
V utilisation d'éléments lourds que la propre reproduction de F ADN ou réplication est 
du type semi -conservât if. Chaque brin d’un ADN bicaténaire dirige la synthèse du 
brin complémentaire identique à celui d’origine et demeure lié avec lui, La 
complémentarité des brins est une conséquence de la complémentarité des bases (A* 
T, G-C) qui entrent dans la composition des nucléotides. 

Ces auteurs font pousser une souche d’E, colt sur un milieu minimum dans 
lequel l’unique source d'azote est l’ammonium iS NH| , F azote de cet ton est l’isotope 
lourd S5 N, 

Après de nombreuses divisions, les colibacilles ont tous leurs composés azotés 
sous forme lourde, y compris l'ADN, la totalité des atomes d’azote est sous forme 
d'isotopes lourds i5 N,. 

L’ADN de ces bactéries est extrait et purifié, sa densité est comparée à celle de 
F ADN des bactéries ayant cultivé sur milieu normal ( |4 NH 4 ) par ultracentrifugation 
en gradient de chlorure de césium (flg. 10 . 1 ). L’ADN ]5 N est appelé « ADN lourd », 
l’ADN k *N * ADN léger ». 

Les bactéries ayant cultivé sur 15 NH* sont repiquées sur milieu minimum 
ordinaire |4 NHj „ après une division (lorsque le nombre des bactéries a doublé), 
F ADN des bactéries de la première génération est analysé selon la même technique. 

Cet ADN a une densité intermédiaire entre l'ADN lourd et F ADN léger, c’est 
F ADN hydride qui est constitué d’un brin d’ADN 1S N et d’un brin d’ADN 
a4 N. 

Après deux divisions, les auteurs obtiennent deux fractions, Fune est constituée 
d’ADN léger, l’autre d'ADN hybride. 

2. L'ENZYME DE KORNBERG : ADN POLYMÉRASE 1 

Le premier système de biosynthèse de l’ADN a été décrit en 1955 par 
Komberg. L'ADN polymérase de E. coli (enzyme de Kornberg) incorpore des 
désoxyribonudéotides monophosphates sur l'extrémité en 3' d’un ADN amorce selon 
le bilan suivant : 


ADN wao.cc . dXTP T T *'”. ADN «llongb 

J' U!1 ru^léoildc 

L’hydrolyse ultérieure du PP déplace l’équilibre de la réaction de la gauche vers 
la droite. 

Le fonctionnement de cette enzyme exige : un ADN amorce, la présence des 4- 
désoxy ri bonne léusides triphosphates (ATP, G LP, CTP, TTP) et du magnésium 
(Mg 2 * ). 

Le rôle de cette enzyme est de catalyser l’élongation d’une chaîne d’ADN dans 
le sens 5 T -* 3\ Elle intervient dans les mécanismes de réparation des ADN, à cet 
égard il faut signaler deux propriétés importantes de cette enzyme : 
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• l'incorporation des désoxyribonucléotides est contrôlée uniquement par la 
complémentarité de la base azotée du nucléotide avec celle de l'autre brin qui sert de 
matrice ; la composition du brio néoformé est indépendante de la proportion des 
XTP présents dans le milieu réactionnel ; la synthèse cesse si l’un des XTP vient à 
manquer ; 

• TÂDN polymérase I possède d’autres fonctions enzymatiques, elle a une 
activité nucléasique capable d'exciser des fragments de chaînes mal appariées, 

3, L’ADN LIGASE 

Les fragments d'ADN néoformés sont liés entre eux par une ADN ligase. 
Cette enzyme catalyse la formation d’une liaison phosphodiester entre le —OH 
en J de l’extrémité d'une chaîne d’ADN et le phosphate lié en 5' à l'extrémité de 
l’autre chaîne, cette réaction nécessite de l’énergie. 

L’enzyme est active sur un ADN deux brins, et est sans effet sur un ADN 
monocaténaire. 
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biosvnthèse des acides NUCLÉIQUES m 

Ceci montre bien que les deux brins sont synthétisés dans le sens 5' 3\ par la 

mime enzyme. 

Cette synthèse commence en un site initiateur du duplex chromosomique * 
appelé réplicateuF ; elle est bidirectionnelle, il existe deux fourches de réplication, 
chacune d’elles assure la synthèse du brin d’ADN complémentaire de chaque brin de 
La fourche (fig. 10,3). 

Un modèle de réplication de T ADN bactérien a été établi par Jacob et Brenner, 
il fait intervenir le mésosome et explique la séparation des chromosomes fils 
(consulter Microbiologie générale de H Leclerc et coü,, Doin Editeur, p. 102), 
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d) 

Figurt 10.3 La biosynthèse bidirectionnelle d'un ADN drcuiasie bactérien, 

a) 3e suc d'origine dé la réplication : Je réplicaieur, 

b) le débal de la réplication : les Sèches sur les brins néoformés indiquent te sens ete la synthèse., 

c) tonne thêta (®) qui a pu être observée sur les images d'autoradiopaphie réalisées par Caims, 
<0 tes deux fourches, de réplication st rejoignent au péte opposé du site d’origine. 


En fin de réplication, PARN amorce est éliminé par excision, le vide qui en 
résulte est « réparé » par T ADN polymérase 1 (fig, 10-4). 

Remarque ; chez les rétrovirus, il existe une enzyme, la transcriptase reverse, 
qui est capable de synthétiser un brin d'ADN complémentaire d’une matrice d'ARN t 
puis un. ADN bicaténaire à partir de cet ADN monocaténaire. 



£36 biochimie métabolique 


3’ (jrirt d'ADN maïroce 5 ' 

W^^=^=3 3' 

Am brin e’ADN 
û meure nMjfOrnHf 


t bnn d'ADN malice y 

J b/tn d'ADN ntafomrë 

m- 

A RN E*cisiôii de S'ARN amorce 
amorce 


y 5 r 


5 t 

l’ ADN potymtrut l 
répa« ei conipliÉe 
fc- bnn nésfamé ea lui 
donnant cunfurmatiûn 
convenable 


VijjuK J04 Elimination de l'amorce ü'ARN. 


B. La biosynthèse des ARN 

L LA SYNTHÈSE DES ARN : VUE D T ENSEMBLE 

Les ARN cellulaires : À RM messager, ARN ribosomaox et ÀRN de transfert 
sont synthétisés dans la cellule, selon une structure complémentaire d’un ADN 
matrice, sous l’action d'une enzyme appelée ARN polymérase- ADN dépendante. 

L’enzyme allonge les chaînes d'ÀRN en incorporant des nucléosides monophos- 
phates (XMP), à partir des nucléosides triphosphates (XTP = ATP» GTP, UTP t 
CTP). 


ARN + XTP 

Iffl iluUuuLiüo) 


AMjBfl|raérMg 
AL'iN ifc r*±inl,J 


ARN * PP 

| S n + 1 ] nucKaliileb [ 


Comme T ADN polymérase L l'ARN polymérase exige du Mg 2 y . Le bilan de 
l’ incorporation d'un nucléoside monophosphate présente certaines similitudes avec la 
réaction catalysée par F ADN polymérase, mais il existe un nombre notable de 
différences. 

Les caractéristiques de cette synthèse peuvent se résumer de la façon suivante ; 

• L’enzyme ne requiert pas d’amorce. 

• Chez E. col, la même ARN polymérase- ADN dépendante catalyse la 
biosynthèse des trois types d’ARN, chez les eucaryotes, leur biosynthèse est 
catalysée par des ARN poîymérases différentes. 

• Un ADN bicaténaire sert de matrice, mais un seul des brins est copié. 

• La croissance de la chaîné d’ARN se fait dans le sens 5 J -* 3\ 

• Les ARN synthétisés subissent généralement me modification de structure 
(maturation ) postérieure â leur synthèse. Les ARN de transfert et les ARN 
ribosomaux proviennent d’ARN primaires qui subissent pour atteindre leur structure 
définitive, des coupures» des additions de nucléotides» des méthylations (du ribose en 
7 des ARNr des eucaryotes» de bases des ARNr bactériens). L’ARNm bactérien ne 
subit pas de maturation, en revanche chez les eucaryotes ï’ARNm primaire subit une 
modification appelée épissage. 
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La transcription définit, dans f expression de l’information génétique de 
I’ADNh la biosynthèse de l'ARNum, 

2. LA TRANSCRIPTION 

II est apparu, assez rapidement que le transfert d'information (séquence des 
nucléotides de l\ADN -* séquence des amino-acides des protéines) ne se faisait pas 
directement de l’ADN à la protéine. En particulier, il est indispensable qu’un 
système d’amplification existe entre les deux pour assurer une synthèse rapide,. 

L’intermédiaire est P ARN messager, dont Pexistence a d’abord été prévue 
théoriquement puis mise en évidence dans les cellules. 

Les ARNm représentent environ 5 % de PARM total ; leur durée de vie est 
brève, ils sont métabolique ment instables, surtout chez les bactéries , Les organismes 
plus évolués possèdent des ARNm plus stables, au moins dans la majeure partie de 
leur vie. Ils sont monocaténaires, et complémentaires d’une zone d’ADN de la même 
espèce, il est possible d'obtenir des hybrides ADN- ARNm, 

Les gènes de structure ou cistrons qui dirigent la synthèse des chaînes 
polypeptidiques de plusieurs enzymes catalysant les étapes de la biosynthèse ou de la 
dégradation d'un métabolite font en général partie du même opérait. Ces gènes de 
structure qui représentent plus de 90 % de l’ADN bactérien sont transcrits 
généralement en une seule fois pour un opéron donné. 

Dans le cas plus rare, d'une transcription monocistronique h le messager 
correspond alors à un seul dstron. 

— La transcription d'un opéron ou d'un mtrort suppose ; ü(1 début OU 
initiation, un développement de la chaîne ou élongation, une fin ou terminaison ; il 
faut donc une ponctuation sur l’ADN et un système de reconnaissance pour les 
enzymes. 

« Lrini liai ion 

L'ARN polymérase est oligumérique ; l'enzyme minimum, appelée « noyau », 
est constituée de quatre sous-unités (ü 2 fi fi*) auxquelles est associée une sous-unité 
sigma (tr), utilisée seulement pour l’initiation ; après I 1 initiation, k facteur erse 
dissocie du noyau, 

La sous-unité a est impliquée dans la reconnaissance de la séquence spécifique 
de la transcription, sur l’ADN matrice, appelée promoteur. 

L’enzyme complète (noyau tétramérique +■ sons-unité <r) est donc responsable 
de Pinitiation de la transcription. 

Les mécanismes moléculaires de la régulation tje la transcription de P opéron 
lactose chez E. coli expliquent 1e rôle du site d’initiation. 

Le colibacille cultivé sur milieu dépourvu de lactose, ne possède pas l'équipe- 
ment enzymatique nécessaire à son métabolisme. 

Le lactose est inducteur de ['opéron lactose. 

Cet opéron est constitué de trois gènes de structure ; Z, T et A (Z — gène de 
structure de la 0-gaLactosidase, Y = gène de structure de la 0-galactoside perméase. 
A - gène de structure de la jS-galactoside acétylase), d’un gène régulateur : le gène i 
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et de deux sites de Contrôle de l'initiât ion de la transcription : le promoteur et 
l'opérateur (fig. 10,5). 


Gènes -de structure: 


1 - h 

P loi Z || Y \ A ! 
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Promoteur 


f igure MM L'opêron lactose. 


Le gène régulateur i est constitutivement transcrit en un ARNm, lequel est 
aussitôt traduit en une protéine tétramérique appelée rêpresseur. 

Site opérateur et rêpresseur sont complémentaires et s'associent eu un 
complexe réversible. 

L'ARN polymérase complète {noyau tétramérique + facteur or) se fixe sur le 
promoteur, mais la transcription des gènes Z„ K et A est impossible tant que 
L'opérateur est encombré stériquement par le rêpresseur ; l + opérateur est situé entre 
le promoteur et les gènes Z, Y et A (fig. 10.6) ; la transcription est réprimée. La 
présence d'un inducteur 0-galactosidtque (lactose ou ÏPTG (isopropyl îhio $■ 
plactoside)] va induire la transcription polycistronique des gènes de structure de 
Topéron lactose en libérant le site opérateur, Les ^galactosides forment avec le 
rêpresseur un complexe répresse ur-inducteur, inactif» incapable de se fixer sur 
l'opérateur ; TARN polymérase-ADN dépendante va pouvoir copier Tun des brins 
des séquences d'ADN concernées. 

La transcription des gènes Z, Z et A a lieu, un ARNm polycistronique est 
synthétisé, sa traduction aboutit à la synthèse des enzymes nécessaires à la 
perméation et au métabolisme des 0-D galaetosides (j3-gaiactosidase, 0-galactoside 
perméase, et ^-galactoside acétylase). 

Remarques : 

• — ■ Le lactose du milieu de culture pénètre faiblement, sans perméase dans la 
bactérie avant induction, sa concentration intracellulaire est très faible mais 
suffisante pour induire l'opêron lactose, 

— L'AMP cyclique stimule l’initiation de la transcription de Topéron lactose. 
L’AMPc forme avec le CAP {protéine activatrice de gène) un complexe qui favorise 
la fixation de TARN polymérase sur ïe promoteur. 

— Les chaînes d’ ARN commencent par un nucléotide purique triphosphate lié 

en 5 J . 
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Aussitôt la transcription commencée, l'enzyme complète se dissocie en son 
noyau a^j8 J qui va assurer l'élongation et en son facteur cr. La sous-unité <t libérée 
pourra alors réactiver un autre noyau, de façon à rétamer une autre transcription. 
Le noyau (a 2 J3j8 f ) de TARN polymérase se déplace sur le brin matrice dans le 
sens 3' -*• 5 r et synthétise au fur et â mesure qu’il progresse un ÂRNm, monocaténaire 
et antiparallèle, dans le sens 5 r -* 3 r , 

La progression du noyau d’ARN polymérase est accompagnée d'un déroule- 
ment du duplex d'ADN, suivi d'un réenroulement postérieur à la transcription. 

Il est vraisemblable que cette activité de déroulement-enroulement est contrô- 
lée par Ï'ARN polymérase elle -mime. 


y ®-o- ®-o-®-fuiv .ARN 


Brin 


matrice ARM potymérasç 



Figure MtJ Transcription : TARN polymérase «jpe un brin d'ADN. 


* La terminaison 

Le mécanisme de la terminaison de la transcription est déclenché par une 
séquence particulière de T ADN et sous la dépendance d’un autre facteur appelé 
protéine rho (p ), 

La terminaison de la transcription d'un opéron est contrôlée par un site de 
terminaison obligeant I 1 ARN- polymérase à s'arrêter, puis à se dissocier du complexe 
[ADN-matrice, ARN-formé T ARN-polymérase], 

La protéine rho est nécessaire pour certains sites de terminaison, elle permet 
alors la libération de l'ÂRNm formé. 
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La synthèse protéique, la traduction 


La phase finale du transfert de l’information contenue dans T ADN est la 
synthèse protéique ; dans le chapitre précédent, la description de la transcription a 
permis d’expliquer comment F information contenue dans F ADN sous forme d'une 
séquence de nucléotides était transformée en une séquence de nucléotides d'un ARN 
messager. Dans ce chapitre consacré à la synthèse protéique, on appellera traduction 
F ensemble des processus qui assurent le transfert de F information contenue dans 
i’ARNm vers une séquence d'acides aminés dans une protéine. 

La colinéarité, démontrée chez les bactéries, est la correspondance qui existe 
entre la séquence des bases de TARN messager et celle des acides aminés dans k 
chaîne peptidique : ces deux macromolécules présentent une structure linéaire non 
branchée, l’ordre dans lequel les acides aminés sont liés est imposé par celui des 
nucléotides de F ARN, 

En quelle langue ces signaux sont-ils transmis et interprétés ? 

C'est le code génétique ou code de lecture de PARNm qui assure la 
correspondance entre les structures primaires de l’ARNm et de la protéine. 

La machinerie cellulaire qui assure la synthèse protéique (ffg. 11.1) est 
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figure 1LI Schéma de la synthèse protéique (d’après Watson). 
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complexe, les protéines sont synthétisées sur les ribosomes ; organites cellulaires de 
20 nm de longueur, formés de deux sous-unités et constitués d'acides ribonudéiques 
et de protéines. 

Le ribosome s'associe à l T ARNm, se déplace le long du brin en le décryptant 
tandis que la chaîne peptidique s'allonge, le complexe se dissocie lorsque la synthèse 
est terminée. 

Plusieurs ribosomes s^aftachent à l’ARNm et forment le polysome, ce qui 
amplifie La synthèse, en multipliant les sites qui sont à Forigine des molécules 
protéiques. Pour être incorporés, les acides aminés sont conduits au complexe 
ribosome- ARNm par des ARN de transfert ou ARNt qui représentent environ 10 % 
de F ARN total et qui présentent une double spécificité ; 

— spécificité pour Faminoacide transféré 

— spécificité pour le segment d’ARNm reconnu, chaque ARNt reconnaît de 
façon très précise des signaux portés par F ARNm, 


I. LE CODE GÉNÉTIQUE 


Le déchiffrage du code de lecture de F ARN messager a été fait grâce à des 
recherches basées sur la notion de colinéarité gène-protéine évoquée antérieurement 
et grâce également à F utilisation de polyrtbonucléotides de synthèse. 

— Le code génétique est à trois lettres. Sur la molécule d*ARN messager, des 
successions de trois nucléotides appelées codons ou triplets représentent les signaux 
identifiés par les ARN de transfert, qui renferment dans leurs molécules, en position 
exposée favorablement, trois nucléotides complémentaires constituant Fantî-codon 
spécifique <fig. 11.2). 
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Le code est dégénéré puisque plusieurs triplets déterminent le même acide 
aminé, mais aucun codon ne définit plusieurs acides aminés, 

La leucine et l'arginine sont codés par sis triplets, six acides aminés sont codés 
chacun par quatre triplets dont les deux premières lettres sont identiques : les codons 
qui commencent 

— par CC déterminent la proline 

— par CU déterminent la leucine 

— par UC déterminent la sérine 

— par GU déterminent la vaine 

— par ÂC déterminent la thréonine 

— par GC déterminent l'alanine 

Les autres acides aminés sont déterminés par trois, deux ou un codons. Enfin, il 
existe trois codons non-sens qui représentent des signaux de terminaison de chaînes. 

Le code n’est pas chevauchant» Un acide aminé peut être suivi par n'importe 
lequel des autres acides aminés dans une chaîne polypeptidique. 

Selon Y hypothèse d'une lecture chevauchante de fÀRNm, un acide aminé ne 
pourrait pas être suivi de m importe quel autre acide aminé ; par exemple, la 
séquence AU U CG A permettrait de déterminer une séquence de quatre acides 

aminés, ceux qui sont codés par les triplets AUU, UUC, UCG, CGA. 

En revanche, la lecture non chevauchante de cette même séquence ne 
détermine que deux acides aminés, ceux codés par les triplets AUU et CGA. 


U. LES ÉLÉMENTS DU SYSTÈME TRADUCTEUR 


Le polysome représente le site de biosynthèse des protéines, c'est un complexe 
formé par l'association d'une molécule d'ÂRNm, de plusieurs ribosomes, auxquels 
les ARNt se lient transitoirement et qui supporte la chaîne peptidique en voie de 
croissance. 

Cette machinerie complexe fait intervenir de nombreuses molécules ; acides 
nucléiques et enzymes, isolées ou organisées en systèmes multiples, 

1. UE RIBOSOME 

La structure du ribosome est voisine chez les bactéries et les eucaryotes. 

Chez Les bactéries, il se présente sous forme d'une part toile de 20 nm de long, 
de masse moléculaire 2,7 mégadaltons, de constante de sédimentation 70 S ; il est 
constitué de deux sous-unités, l'une de masse moléculaire l t 8 mégadalton et de 
constante de sédimentation 50 S, l'autre de masse moléculaire 0,9 mégadalton et de 
constante de sédimentation 30 S. 
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Chacune des particules est formée d’ARNr et de protéines, la sons-unité 50 S 
renferme deux ARNr {un ARN 5 S et un ARN 16 S) et 34 protéines ; la sous-unité 
30 S est composée d'un ARN 16 S et de 21 protéines. 

Dans les cellules eucaryotes, le ribosome de constante de sédimentation. 80 S 
est constitué de deux sous-unités, l'une de constante de sédimentation 40 S, l'autre de 
constante de sédimentation 60 S. 

La fonction du ribosome dans la synthèse protéique est double : 

— assurer le positionnement du complexe acyl-ARNt sur P ARN messager ; 

— effectuer la synthèse de la liaison peptidique, 

La dissociation des ribosomes en sous-unités est réalisée in vitro, on a 
démontré, à l'aide d'expériences utilisant des ribosomes marqués., que cette 
dissociation se produit également in vivo, au cours de la synthèse protéique, 

2 . LES ARN DE TRANSFERT 

Ces acides nucléiques de faible masse moléculaire (environ 25 küoda lions) vont 
incorporer les acides aminés dans la chaîne peptidique et y assurer leur position 
correcte en décodant les signaux portés par TARN messager. 

Dans les cellules, il existe une soixantaine d'ARNt ; pour chaque acide aminé, 
il existe au moins un ARNt spécifique, ce qui implique évidemment qu’il peut exister 
plusieurs ARNt spécifiques d'un même acide aminé. 

Il existe une grande parenté de structure entre tes différents ARNt rencontrés 
dans le monde vivant (fïg, 11.4) : 

— leur chaîne comporte environ 80 nucléotides assemblés en un brin monoca- 
ténaire dans lequel des bases anormales sont fortement représentées (de Tordre de 
10%}: bases méthylées, hydrogénées, ou isomères géométriques; 

— la chaîne est repliée en «< feuille de trèfle » ; certaines parties du brin sont 
torsadées en double hélice, d’autres, au contraire,, sont déployées en boucles. Les 
bases anormales pourraient expliquer l’organisation de ces boucles, par leur 
inaptitude à s'apparier avec une autre base. La première boucle s’appelle pseudo U, 
car elle contient une pseudo-uridine, la seconde s’appelle boude variable ou 
* doigt », la troisième est celle de F anticodon, la quatrième est appelée diHU, car 
elle contient, en général, deux dihydra-uridines ; 

— l’extrémité 3 J comporte une séquence nucléotidique commune à tous les 
ARNt, qui représente le point de fixation de l’acide aminé (fig. 11.4) ; 

— il existe, de surcroît une structure tertiaire des ARNt, la feuille de trèfle se 
replie sur elle-même en forme d'équerre, 

3. LES ENZYMES 

Plus de trente enzymes interviennent à différentes étapes de la traduction de 
l’ARNm en protéines. 

Parmi elles, vingt enzymes différentes catalysent la réaction de charge des 
acides aminés sur leurs ARNt, ce sont les aminoacyl-ARNt synthétases qui 
reconnaissent à chaque fois l'acide aminé et son (ou ses) ARNt. 
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Figure II .4 Siructure d'un ARN de transfert. 


II existe * en outre* une dizaine d'enzymes qui interviennent lors de la synthèse 
de la chaîne peptidique au niveau du polysome. 
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III. FONCTIONNEMENT DU SYSTÈME TRADUCTEUR 


La biosynthèse d une chaîne polypeptidique est polarisée, elle s’effectue dans le 
sens acide aminé N terminal vers acide aminé C terminal tandis que la traduction de 
L'ARNm se fait dans le sens 5 H ~*3 r . 

Cette synthèse est très rapide, des mesures faites chez les bactéries ont permis 
d'établir des durées qui vont de quelques dizaines de secondes à quelques minutes 
Quatre phases fondamentales rendent compte clairement du processus : 

— l'activation des acides aminés ; 

— I 1 initiation de la biosynthèse ; 

— rélongation de la chaîne ; 

— la terminaison. 

I. ACTIVATION ET FORMATION DES AMÏNÜACYL -ARNt 

L’amiiwacyPÂRNt est le précurseur de la biosynthèse, outre Facide aminé 
qu'il incorpore dans la chaîne peptidique T il représente une forme activée, la Maison 
entre L'acide aminé et i’ARNt étant une liaison « riche en énergie », 

L’enzyme, Faminoacyl-ARNt synthétase, catalyse une réaction dont le bilan 
peut s’écrire : 


acide a miivÉ +• ARM 


E = araiRMcyt - ARNS jymfiéi&se 



ATF AMP + P'P 


amtsoAcyl - ARNl 


Le mécanisme de cette réaction est le suivant : 

— - en présence d’ATP, l'enzyme active le groupement çarboxyle de l’acide 
aminé en formant une liaison anhydride mixte, k haut potentiel d T énergie t avec 
TA MP ; l’acide aminé activé reste lié à l’enzyme 


/ m 

ft-CH + E 

S 

ÜQÜH 



— Dans une deuxième étape, l’enzyme déplace le groupement aminoacyle de 
son complexe avec F AMP et le transfère sur l'extrémité CCA de l’ARNt qui lui est 
spécifique. 
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L’aminoacyl-ARNt synthétase présente une double spécificité, pour l'acide 
animé et pour chacun des ÂRNt qui lui correspondent » 

2 . INITIATION DE LA TRADUCTION 

La lecture d'un ARN messager bactérien commence au niveau d’un signal, 
situé â l'extrémité 5\ qui est le codon AUG de la méthionine et de la N-formyl- 
méthionine. 


H, 


/ 


C^O 

II 

NH 


CHj— S— CH j — CHj — CH 

S 'C-OH 

I 

O 

N foraiyi-rn^tÈûoiiine 


groupement furmyle 


Dans toutes les protéines, le premier acide aminé incorporé est la N-formyJ- 
méthionine ; aussitôt après, cet acide aminé est défontiylé, et pour la plupart des 
chaînes peptidiques la méthionine N terminale est hydrolysée. Malgré tout, la 
méthionine est l’acide aminé le plus souvent présent en position N terminale. 

Il existe pour la méthionine deux ARNt* possédant le même anticodon U AC, 
seul l’un d eux peut être Nformylé sous forme de méthionyl-ARNt ; il sert II 
l 1 initiation, le groupe ment -N EL étant bloqué, cet acide aminé ne peut être incorporé 
en cours d'élongation de chaîne, Pautre sert à cet effet, 

1/ initiation commence par l’association de la sous-unité 30 S du ribosome 
(fig. 11,5) et l'extrémité 5 J de PARNm, 

Le N-formyl-méthionyl-ARNt se met ensuite en place sur le codion initiateur de 
TARN messager. 

Enfin une sous-unité 50 S s’associe au complexe ainsi formé, reconstituant le 
ribosome fonctionnel et entier, La sous-unité 50 S possède deux sites de fixation 
dTÂRNt, l'un s’appelle le site P, L’autre le site A, le N-formyl-méthionyLARNt 
occupe le site P, 

Les différentes molécules qui composent le ribosome ont pour fonction de 
reconnaître les différents partenaires de cette association et d’assurer la stabilité de 
l'ensemble. Trois protéines, appelées facteurs d'initiation : IF la 1F : et IF 3 (*) sont 
également indispensables à ce début de synthèse. 


I * J IF ■ Initiation Farter. 
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Figure HJ Mécanisme d'initiation de la traduction, 
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3. ÉLONGATION DES CHAINES 

Le complexe d’initiation étant formé, la N-formyl-méthionine, acide aminé N 
terminal, est en place positionnée par la li ais on codon (AUG)-anticodon (U AC) du 
N-formyl-méthiony TARNt ; te première liaison peptidique va être formée entre le 
carboxyle de la méthionine et le groupement aminé de l’acide aminé de rang 2 
(fig. 1L6), puis une deuxième liaison peptidique sera créée entre le earboxyle de 
Tadde aminé de rang 2 et le groupement aminé de rang 3. Ce processus va se 
perpétrer jusqu’à ce qu’un signal de terminaison soit décrypté sur TARN messager. 

Les modalités de la formation d’une liaison peptidique sont invariantes ; en 
analysant la séquence des événements qui correspondent à T incorporation de l'acide 
aminé de rang n dans k chaîne peptidique, on a ; 

* le site P occupé par PARNt spécifique de l’acide aminé de rang (n - l ), 
portant la chaîne peptidique en voie de croissance. Cette chaîne peptidique formée 
des acides aminés de rang J à (n - 1) est liée par te earboxyle de l'acide aminé 
(n -1 ) à TARNt {fig. 11.7a} ; 

* Taminoacyl-ARNt qui correspond à L’acide aminé de rang n entre dans le 
ribosome, occupe Le site A, positionné par k liaison codon (de TARNm)-antîcodon 
(de TARNt). Cette étape consomme un GTP et nécessite les facteurs d’élongation 
EF-TU et EF-TS (•*) (fig. 11.7b) ; 

* aussitôt après, une enzyme, appelée peptidyl transférase, catalyse La 
formation de la liaison peptidique et transfère la chaîne polypeptidique commençant 
par l’acide aminé de rang 1 et se terminant par l’acide aminé de rang (m — t ) sur le 
groupement aminé de l’acide aminé de rang n (fig. 11.7c). Cette enzyme est Tune des 
protéines constituant la sous-unité 50 $. A ce stade, le polypeptide composé de n 
acides aminés est lié à TARNt de l’acide aminé de rang n et occupe Je site A ; 

* pour que Télongation puisse continuer, il y a translocation ; te polypeptidyl- 
ARNt est déplacé du site À dans le site F, tandis que TARNm est lui-même déplacé 
de telle sorte que le codon traduit reste lié à Tamicodon, face au site P (fig. 11.7 d), 
TARNm suit TARNt dans son déplacement, est entraîné par lui. Cette étape 
consomme un GTP et nécessite un facteur d’élongation : EF-G, Au cours de la 
translocation TARNt libre qui occupait antérieurement le site P en est chassé ; 

* après la translocation, le site A devenu vacant pourra recevoir Taminoacyl- 
ARNt de rang (n + 1)* 

Remarque : La même molécule d’ARNm peut être traduite simultanément par 
plusieurs ribosomes. 


(**) EF = EkîflpilMfl Faclor 
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AKrJm 


AH.Nl libre 


Figura 11.7 M&dàlirês. de l'iiifiarpùraiion d‘un acide pmifle dam une «haine peptidique. 

a) Le site P est occupé par 3e peptidyl-AKNt, le site A csl vacant, 

b) L'amiiraacyti-ARNt occupe le sue A, un GTP est consommé, deux facteurs cTéksitpiiuii requis (EF 
TU et EF TSF 

c) Synthèse de la liaison |sepudiout‘ , catalysé par la peptidyl tonsférasc. 

d) TrailsIoCalion, Un GTP est consommé, un facteur d'élongation requis : EF-fj. 


4. TERMINAISON DE LA TRADUCTION 

L’arrêt de la synthèse d’une protéine est provoqué par une ponctuation écrite 
sur PARNm t un signal d’arrêt constitué par l'un des trois codons non-sens : ocre 
(UAA), ambre (U AG) et azur (UGA) (fig. 1L2). 

Lu présence d T un eodon non-sens provoque la libération de la chaîne 
polypeptidique néosynthétîsée, ainsi que la dissociation du complexe ARNm- 
ribosome. 

Cette étape nécessite la présence de deux protéines appelées facteurs de 
terminaison : RF (*) qui décryptent les signaux de terminaison précités 5 chez E- colt, 
RF| lit les codons UAG et UAA, RF ; lit les codons UGA et UAA. 

La traduction des ARNm polycistroniques fait intervenir au cours de leur 
traduction, un signal d’initiation et un signal de terminaison pour la synthèse de 
chacune des chaînes. 

{*} RF - rclcasc factor = (utU'ur de re liditraciil. 
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5. LES MODIFICATIONS POST-TR AD UCTIONN ELLES DE LA STRUCTURE DES 
PROTÉINES 

De nombreuses protéines subissent des modifications afin d'acquérir leur 
structure définitive ; 

* Toutes sont dé formulées, le groupement d'atomes — CHO porté par l'azote 
N terminal de la méthionine est éliminé par hydrolyse - 

* Pour de nombreuses protéines,, la méthionine N terminale est die aussi 
hydrolysée sous F influence d'une amino-peptïduise, 

* Des coupures de fragments plus importants peuvent intervenir induisant un 
changement de conformation qui rend la protéine active, 

* Formation de ponts disulfure, 

* Phosphorylation de fonctions hydroxyles portées par les chaînes latérales 
d'acides aminés alcools. 

* Combinaison avec des oses pour former des glycoprotéines. 

* Hydroxylation de résidus d'acides aminés (proline et lysine), 

* Etablissement de liaisons covalentes avec des groupements prosthétiques 
(exemple : la biotîne). 


IV. LA RÉGULATION DE LÀ SYNTHÈSE PROTÉIQUE 


Il existe dans les cellules, des enzymes constitutives qui sont synthétisées jusqu’à 
atteindre des concentrations constantes indépendamment de La présence de leurs 
substrats, 

Il existe également des enzymes inductibles ou répressives dont la synthèse est 
contrôlée par des molécules appelées inducteur ou represse ur. 

Une enzyme inductible n’existe normalement qu'à Tétât de traces dans les 
cellules bactériennes, sa concentration augmente considérablement lorsque Ton 
ajoute son substrat au milieu de culture. 

L’existence d’un système inductible a été décrit dans le chapitre précédent 
(p.239*fig- 10.6)» au cours de l’étude de Topé ron lactose chez H, oolL 

La synthèse de certaines enzymes est réprimée par le produit terminal de la voie 
métabolique qui réalise sa synthèse. Par exemple t si l’on cultive Ë, colî sur milieu 
minimum, contenant l'ammonium (NH* ) comme seule source d'azote, la bactérie 
synthétise toutes les enzymes nécessaires à la biosynthèse de La totalité des acides 
aminés. Si Ton ajoute à ce milieu l'histidine, très rapidement les enzymes qui sont 
responsables de la biosynthèse de cet acide aminé disparaissent de la cellule, il y a eu 
répression de leur synthèse. 
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À. L’induction de Popëron lactose chez E. coli 

De la description du mécanisme de l’induction de l’opéron lactose (p, 239, 
fig, 10,6), on peut retenir les idées moyennes suivantes : 

— k régulation de la synthèse des trois protéines de ï’opéron lactose est fondée 
sur la transcription de TARN messager ; 

— la transcription commencé par la fixation de r ARN polymérase sur le 
promoteur, l'interaction entre ce site de Ï’ADN et l’enzyme n'est possible qu'en 
présence d'un complexe formé entre la protéine CAF et T AMP cyclique ; 

— le gène régulateur I est transcrit, puis traduit en un rëpresseur actif, 
protéine qui se complexe au site opérateur ; 

— la transcription des gènes de structure Z, F et A de î’opérom lactose n'est 
possible que si le site opérateur est vacant ; 

— les ^-galactosides inducteurs agissent en se combinant au répresseur, le 
complexe inducteur-rëpresseur est inactif, incapable de se lier au site opérateur. 


B. Une autre modalité de la régulation promoteur-opérateur i la 
répression de la synthèse enzymatique 

La transcription des gènes de structure codant pour les enzymes impliquées 
dans la biosynthèse de l’histidine est contrôlée par un mécanisme voisin de celui de 
l’opéron lactose chez E. coli (fi g. IL®}, 

Une différence essentielle cependant, l’histidine joue le rôle de corépresseur, 
l'introduction d’histidine dans le milieu change la conformation du rëpresseur 
protéique, elle transforme la configuration inactive du répresseur en configuration 
active. 

En l’absence d’histidine, le répresseur est inactif, la transcription a lieu, en 
présence d'histidme (corépresseur) le complexe répresseur-corépresseur actif occupe 
le site opérateur, la transcription n'a pas lieu. 

Les mécanismes élémentaires de régulation qui viennent d'être décrits ont été 
choisis pour leur simplicité, de nombreux opérons bactériens présentent des 
mécanismes régulateurs beaucoup plus complexes. 

Chez les eucaryotes, l’exploration des mécanismes régulateurs a commencé, ils 
portent sur la transcription, la transformation post transcriptionnelle de FARNra 
(épissage) et la traduction. 
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Figure ll.fi DiFteneiil-es modalité^ '(T expression de lopéron lactose. 

a) l'opéron latlosc comprend 3e gène régulateur i, les sites F (promoteur} et 0 (opérateur) et des 
gènes de structure Z, Y et A : 

b) la transcription (te L'opëron lactose est réprimée, le réprèseur produit de l'expression du gène 
régulateur i, occupe le site opérateur ; 

c) l'inducteur O-plaetûside) inactive le léptesscur, la transcription de J'optron lactose a ücu ; 
rf) le site ptomoièur F est muté, l'ARN polymérase ne se fête pas, la transcription n'a pas lieu ; 

e) le site opérateur O est muté* le répresseur ne se fixe pas, la iransmpliori a lieu ; 

f) le gène régulateur i est muté, le répresseur synthétisé est inactif, la transcription a lieu. 


vriohl 


sri 



Hidden page 



INDEX ALPHABETIQUE 


A 


A^lHkràtiyihi, i« EÜDf*! 

AcûleabSTpl-cw lîïiiiè A, !££, 

MkJïre. '5S 

AOÈKTO. t». ‘fis 

A4%1îtattftùSlèiaSij. 71 

Acéttrt-cwrarw A, IM, «a 1 ». 1S2, Lü 1 M, 

un. 

CSttfeytUM IG£. 
lia-sacylb?. s 1 m 
Acélyl-pheipha»- »■ 2* 

*aim 

acSÜCMS (SUXiA Olharalquo-, aoitaloj lîfiS 
<BC*l0 •K*?:*! 1W. 2 If 
« ainpiü O. que, 215. 

£ amicc kvi.ln.^jfl, ZLIl 
ifilhrantrilirf. 31 3 

ITinCSULC >I'KJIIU iaiq nCQUÜÜ I J'ITI. 209. 210. 
SSpartHIMi. Atparlnli». 
m Ctfsafcrianqù* mw csiiujLiAnlj 
-u oêVaiipquÈÊ, 106.20*. 205 
‘OB-BGOrïtiqL» ICSri-jeOfWjAîl, I 05. 
4â»ptTto-!ii0e«|ue EU 

14 Idphosphs^lf' 

ùÈiaiùl. Lü 150 
luii^Jtf. 106. 22*. 

Inin 17 j« (aoC* mC'J- i hJiijLéi 155. 

N-lçiiirifl nwahïmïiitalQLiOi SA 
tyrnsrqiJB .jlumaraly), Mfl. rj7 tlZ 

■jj jbi'Tiiàué. -or automate 
.ÿ-pCuVtajLa (g'ynxjiaiH, 142. 
gransdlrts ijnqidvtianl, lilL. 

tinmjgmlisiqu», t\2. 

mrügLAajiquD, 205. 
ndalaoÉtapjo. 2]£ 

wxihqut |iKKrtraie| iM 13È. I3L 

■.itltuw? iiâLlaiH.i. 165 
mal cf js jualHlB' ÜL Lü. 
mOvBbnqi», M- 

fMfiDWiflu#, 2! 2 
IÏUÈ*ÙLBÏ!- r 231. 

çik .1 oac*Cqi>B iDdialoacliInlH i, ÜL LÜ. 1» . 

pflMQique, KH. 

pâftjttOMQuEi, ÜA. 

phBdÿl ppuwkn» an 

ptiüâphdlMlk)uB. 135 

phfiii^csrti pïfJ-KUÆ MOT ÿiOSptlAI^Pï'L 
«il» lP(P}. 

2 phSsphogl^canquB 140, 14^ ÜL 

4 f^EphniKlfcArnw. !*É. !*âi 1£L 

P||'1L^K|UB. Æ>r Pytcwa». 

'ibcrLÆluqju iAFUM], 23È, 2*7. 

Eusonqin. voir SuOTrvîle 
liiri’-ïd'îr'ÿqüti. ZZ4 
uwjwl22. 
mocancue 207 
AwJes amnêt 

gkJcctaniiislatHS, liiS 21 1. 

■tSBgéTOS. 211. 

Aranilasti. 134. 135. 

ACP, liSO 
Adwÿjwrï, 7$. 

ilmesure de lai i IQ 
Atlrwilè spAÿfKluB iÊ, lilÊ 
AfyLcoôflï^ma A, 1B3. 

iJéçhyftipgOnaai, 110. 133 
Acyl-enidU'Oi» 33 
AcïmnoaptaiK. h 
A iry i I !i kmi rîl il r 23 
tojtnn*. S 1 


Adonner* 3'S' roncphospr-slii cydnjirt |*MP 
CUJ^wftl. ÜJi. ÜL 

Adènnsr* Ir^niphalH lATP;.. 19, 24. 1»M. 22Ë. 
iï □ DbTFidifl m ùlfuor*™ . iQ7 3M. 

Atiènÿ, ÇjidiasB'. 1 72. 

AdOw iuüenAM irànstucâ&Ë. UL 

ADN içasu. m 
ADN im[fr<KJL;u. 232. 

Ad'ÉraliOfl, 215. 

AtAT. 133. 157, 155 
Alkntèrï*. 77. 

An»ü*t» jhor,;>hale 21 
Amnü aiadu-iMshydic^àAasaï, 204. 205. 
AnuroKÿl.AM^. .HT 
Anprrjèeyll-AFIN. 2iZ. 

ÈpWrètaÈé. 2*7. 

Aaw> jtransJAr asc s . 1GÏ 131, 140, 157 1B5 
3W 

Ammftratt. 20:. 

A'tmnnkigBnBsa, 200 

A'VryteâàS. 41. M6. 

Amya* 1 34, 125. 

.Arubolmw, L 
.«flMCOdOO. 349. 350 
Anlni)rEiTé, 124. 125. 

AiQimfW. 310. 2H. 

À-gHièfà ptol(30»a. 23. 

ARN pûtyrnfcâBû. Z 3Él 
ARN t 3*^346 - 
*4Ki(pw!. 55a 
A5AT. 143. 155. 

Au-uitialK, 12, 

Asp*44lie. MO. 16a £51 
lr jnMj tjrrvIawj 

ATP Krrüi«s». !a iS) 

Airtnlrqptiia, 1 
Aîku (ntcm de). 23 H. 


B 

Bases anormaiw iou raret,), ?4h. 
Base et Stfif* lOl 

B b. Irrecnn^Tto; 
alAatOirii. JO 
crdaiT* 51 
png jnngi, lL 
m trnflL !«■ 1 17 
■But-pTi ecHtnïfTyi A 1 51 ifi4 


c 

CurOamyi hs^kiiLsIm. 223. 
■Carlurnyl phospiialA. £09. 220 . 

SynlhAta«. 209 
L:nr7»x>bc5na, 1 C7 
CBIÏMSifrlalkHiB. 106. 107. 193 
Garnir* 183 
ÜarnlÉrciifci, 301. 

L:.ir^jj«r.me L 
CâUiASa. 41 , 95 
C4UtyE# aruymyttqw J9 
Cassyseji 41 
COP choira, 13k 
COP BthanabmrK, “9fi. 
Wki^sas. 147. 

Cerwoootr. 3Ë. 

Cttogan&B, 137. 


..■iaH«ÿiJ , iiaip 131, iæ. 140. HJ, 1Ü 205. 

220. 

üèshïfldooèoaÈe, 141 14É, 

CéiOii>0LiH nsnpsi. i&ü 
C hain raîjJrfalùilÉ-, ILE, 134, 1 35- 
ChPTnMirnx/oohM. L 
ClmiiKj iann sotoÉr l44«riB}. 77 
Choloîtér», 1 37. 

ChQtaw. ÜE. 

Chlmoioph# Z 
criynwtfipsklfl, B3. 53. S*. 65 

ChvmcIrrpH'icflani- 03 

GnCItqju «Fu.frrAiJB. 42 
C«lron.ai 

Ciira» 1U_ Ü^tiL tS£L 
âyWlàjâAâ. 141 135. 

Grüiilra £09.210. 

OaüHisylKiri d« «mymaa. 00. 

ClelaMid (rtfAOosntafon 0*). fifi, u. 

Ooc* gorwtcua, £42, 243. 

CwJSO. 349. HO 
CMfHymaa. ÛZ. 

OansporSeuid, 09. 

ÿmipwiems pfoslhôltqws. ea 

CoértljfTTtO A, 14Î liftE. 

Coenîyme O. SS. n9 
CijH-p e-va «tZyma-SubabSI. 32. 33 
Cw'TKises iicJibs «O Oragiti. 22 
Ci?ri5lBrte 0» Ujohaets. vw ^f w 
GcAfnsoB OwqMojbi. i 1 
Cr&rtm ,-15 

phMflUlâ. £3. 24. 

D-glonsw. Ifli 
Clrçta 

de iBode gfyDi^qua. wt Cydo Ou 

lâXlS 1 

du l aziAfl, jijjl. 

atnqus. I Ml Ü4, 
dti KrëOB, Vûir CyiîB tOiCiuB 
et Kmos l4oose>rs4i[, vw (Ascge^sse 
dos pstimp phcschaVs 1ZL 

obvbCflfMiuit, ifùt Crciù âlrnme 
du ÿyâKyiBlO,. 1 42, 1 43. 

CyntJinm*. 212. 

C/sutliK>nra. 21E. 

CfSftôioe, 215. 

Cy1ckr4idpti7S(Drt4 choi™ iCÜP diDklHl. l4i 
CimBhnsmBB. 96. m 120. 121 
cjrlûCtïïOTia Ùj. '&* 

C)lPdH1»TlB O1Ï035B. 130 


D 

Decartmxrla»», 207, 212, 213. 
DSrartMrj'liiLjof' up.yda'Tva d? Iii-caic -gijlaiskf. 

13*. 130 

ùVÿOphtfl «C COrwatn, 145. 

ÛKDUpijrtls, 107. 

C«'i r i j- tav'i ; C i-r-t ■ l i . 2S1 
DéralunAn palmquc 50. 

L«ai“- rjjcc, 21 0. 

CêWfimÿKn. 2 È*j SÉâi î’3 
Ciaiyse 0 Vhji.jIJ-i h. 33, 
paiyOns-aicilBJe. ïïi 
EXiy0re>yacâ1one phosphne. 1*9 
□ 5opupy41uG<dphDS(ihalte, 03 

CXTcr^iflalCfl F'fTO-ariccciinie- ISg 

[Aptopv^ïçirm (1-31, 140. ISO. 

□dsaoâs efliyoïBliqLris. _LL 
DujAcBliiM. voir R^J.iiàlrri 


Copyrighted material 


256 INDEX 


E 

Eau «ïgiwe, IL Sé. 

ESesauis, à*. 

albUtaquos, il 
EltalrotaS à taiymw. HL 
EloflgdlHii ta la flftiïifi pBuIkMjC. 250. 
En?"?* 

rfaclmalcn, 27, 40 
mt*(ta. 10 
ifcrt. li 
kjmnnusn, 3. 9- 
ta rêactarv 1 5, ü 
inealni lûi 
bulasos MB tïü 
hnnl phesphalg, 

ErtMp*, 11. 

HtUS. 14. 

iiine si&ixbd, 1S. 

Enta#», 13 

FnrjTTrfi trançütaH. 173. 

Emp™ dëtHancOdmu, 168 
Enrirmw immçÉitetaî. US, 

Fpjiuiriw V£L. IÎÇ. 

EQLâicn de MIshaelB, £5 JL 
Pryltvnçn 4 phosphate, '1 75. 1£2_ 
FçieriUki H£ 

EltWIâ! IM. 
fthanai. 15*. 

£ UTpIériF fi yd ratese . iü 


F 

FkIW» 

g {P0ni|. 23 -7. 

tfètofl^SWfi ta la SprmtaW pm»q m. J5Û. 

aa. 

d iiiiia.'. m ta -a pioléQue. 210. S*9 

ta rf.-mmnivn M ;rha|. ifiL. 
F*n4#ï1-0yrop*»tpna1?. 1« 

ForrMrtUflifM 

atctfiqufl. IM 
tattiqu#. 1E3. 
etourf^i, 1 54. 

Flawta Staninn mnupüdSta (FAD|, £ü ^ 1§L 

m. 

FMne fnanwudtattta iFilNj. SL SÈ. 
Ffa.üDprnlèiiK!S, 'ü 110. 

F-Srrter«nO L gLftfcTallJ, 207. 

Fwmtl-rtalhKHiyi-l AflH, 24Û, 244 
Fnjdcüei-l-â'dOlHtaOatîi». 153 Lüi 
Fpjdos«' i -â-tifistaftpIWP . 119 
Frantaui dftaàpfâ» àlAHa». IM 
FrtKtafeEi-t-ptWSplial». H9. 163. HL 1^ lH 
FLnaiy.se 1 37. 


G 

G&tacflMjtaâ#. i 59 
âiüaztaMi-'-iilHiaphaie I5B 
Galadlos&rfiiâ, 159. 

Qalesio&4K$$. 31 , il i H. 

Qéiia anr^maliqfoo. H3- 

Qfrfânf4pfùotitaptidi4. ■$$ 
ülJtajnr. Ut Ui. 

OfclCdtV, 149 
GlutaM^prfUKphiïa». i È3. HL 
■jlijCrisH f. pfosplM'.e, 147. >49. 14$. IÜ-3 HL 
174, Ui 

GluiiJse^fl-pOos^tBtaiTiiiirog^ J IL L2a 
autimaln, 205, £11 

ta slv^cTD gPr-ase. 205. 214 
ü'.:d ’ii-û£F. 239. 
euannn, 2Ûfl, £11 
syntttfaaa, 209, t2± 

G h j I à I h kj r . LHJ 

fVrOratWihyta- :> ptoaptate . 149, ISO. 
tashydriijùraiu. 150. 194. 

GI,T.w;j|. IFS 

Glyta-ul^dK. 154 


üH^rtataLehflia, ILS, 157. 

■taotTpdrDQlrase, LH HZ 
üIpcGrPiilKinptiLknavs '9S. 
aiïctaa. 1-03, LUL 
Qljccgeoe, 1ËL 170. 

Glycoganém, 170. 

ÇUÿçogtita ptKMptBiyUSS, J6S. >73. 
GIv'T.ja :>ùLt:iiI^i jje 1 72. 
Ofyyuaàinjlj'M. i57 
OlycolyM, 145. 14t. 

I>.|iji0r| élK&lWlirwne ta protons, 127. 
Gtytajrfâte Icyta-du}, 142. 

Ujarunn. 229. 


H 

HfcHinwai plMSphdl» E3 

Héwnsïcta 

purqjg, 219. 

PV'iiindquv. 219. 

■lûlÊral'opbe 2. 

Hasalwata, 145 149 

HrMVW. 2ÛZ. 

HrifjÛnnd, 207. 

6wp«ÿl(èn«, 316 

2JE 

HySQ3tafi. âïi 

Flÿilrû ■ yacyl ! jjofizj™ A, HL Hi 
ta ch F itfugd rar, n, IB4. 

rt,>ta^yiV*rtath ( s.ÿirtsryl ^1®»! iêè, HL 

I fy peu arl lire, 229. 


ï 

Inifttdode. 235. 3Q1 
inducte-jr. 239. 

IndjeOpn do Topéf an Pactise. 219 255. 

Et 

j’fifrliud 

DampètilNB. LL 
îndHnpéïSi™. 72 
non camp^ülne. LL. 
pur «>taa ta autalran. 2L 
l-in.ilirr. rln b chaine pL*pi. PiyuB 245 249 
I ru )* rit ï - r .ondpti ce pt\a£o $IMPF LLL 
inveta*», i Sfli 

Isodlraia taï)7|f(if&a4ri*s®. ISH, I3S, ILL 

IsamÈrasB. 07. 

lsd(HirJoT|i1 pprouioapl'aV. 199 

IgOfHsnç jijnlftJ, HH, 


K 

K«*147. 

Kj, 4L +7. 4e. 


L 

iaoata ces^nfagflrafl». HL HL 
Ldi-e-iieiDi 200 

ü*wn 

fFî jld-Cf.*, 2S1. 
t nota ta énmgie -, 20. 
LigasèS, il 
LiiHiMcavt SurK. Ü 
LipitaB isofiiniquEà, 197. 

UpOdCtL 96. 100 
Le* à A-ihfrWS. 55 
L yîwi i,hèfca ta|. IM 
Hâtas, LL 


M 

Ma lad ma mÉü*ahii*i- 1 58- HL 
MüJhIE déàlïïtaosanaso. 131. 132, 
MaHmdlé, ÈL 137 

■ Fymj A, IM, U. 

ua ûti^i ûoft «amacyiBta. HL 


M4ltaB. 155 

MSrVw ta - ô ■ pi JiditFaw , 463. 
hWiar'inÉ'i, 216. 

Hmabclisr o 1 
Mïllionmfl, 215. 
UàwiOnala. IM. 

Uictaots 

ttaaio i ta. 4L 

ctméiarw ta. 47. 

MrdwIÉ ilhtaria ta), 127. 
MrtœfioïKlWS. HL 130. 


N 

WOK-4lâstijtao0ria&a, 1 1B. 

NanfMs. ISO. 131. 132. 

152 

Nùtnil IfbrmiJu dej, 123. 

Nctansmo*. SJ 

lluqna.iu» attenra dr.jcInriKli: ;hAÛ'|. 31 
3L 106. 

Niatf namidi! adAmno drudtc^ta phcephaiti 
(WAW ' I. ÜL 3L 1ZL 175. 193. 196. 
HoraWtaUta 217 
!4u€4é€&ta 19 

miÉiiaa iÎ|iIiiihiiimm tz?. sa. jzh 

NiMftOSdii iiiLH-Lpl LapliPiei, 222 2g3. 227.22fl. 

flawifftatadl. ï 13 
&jlk)LÈfS 225 
P r ri~nid dJL-r. £20 


O 

£Hflep4 ul tae ptan7lpÿn«MH» LÜ 
OpiraldM'. 239. 254, 255, 

Cta^Of. ÎM. !5* 256 
ladto&« ÜL EH. 

Ordre dure madtar, JL. 45. 

CnuPine. îffi, 2C9, 310,211 

Ornntvna cartHinTyl b*-iirt«HA*d. tVJ 

£21, 222. 

Ûrcedm» mcrophasp ialu 222. 

5 as^lal on, HL HL HL 
Cxpdalü i dé^irtoiyürite. 106. 134. 136, 15$. 
Oïyta-rtaueiasta. i$- 
Oïirda fÈtaCtana phospHorylanliK. 25, 124. 
Cxjgu' uasïï. LL 


P 

Pÿlriflyl DDarizy’na A, ' = , 

Putbjr i «liai; 1 tl 
P&r&ïrdBta, 31 
P H 1 1 1 1 1 1 J IJ l '4J bd ■ J J | - 51L 
F , ‘innï>:,ï:o‘ijiiu. 212. 
phpçphDtactpTPjriVd (F’EPJ, 21 1$l h 154. 
Pliùbta Lirarki carba îr^imiSti , HL 153, 

164. 

Pti aspti cfrucl afani». 148. 160 
Phcaphcg ycmals h« , kdMd. 146. 151 
Phc-spJ'cqycarax FLdJMf. 146. 151 
Phca(^da-yi**tap«l»s, _2 l 
PtoophotaîîôS* isortarjufl. 143, 149, Lïfl. 
Ptea|^TantaâpP1PïWliesPt>aliH (PnPPj. 219 
PtKMphdfOlïta. 168 . 

ITttSflhDrïlBW* a -ni d, 169. 

PhdS(5iwHa&e & knaai, 169. 

Pna viui’plulkjfiS. 25 
PnalDphasp4it>Ailâ1i6ta. TE 
Phijlmynlliesu, 2. 

PhoiofroptE?, 2. 

PtadQSquitata. 8$ 

Pntjduma, 2H, 2H. 

PorptaOitnegèna, £11 
PTOrphyimca, 2li 
Pftawymys. HJ. 

Pfûparwtl CüùTiyn» A, 157 


pyrighted material 


INDEX 253 


Prdieines a fer un NrfTUTÉ^i. m 
Ptnlçtrflptus. Z 

H>r*i.Ü pli44Ci|ià!ir 1 Q1 
iPÿndaiantnA, lQl 
Pyrjvata, 1QB. UE. UQ, 151. 

HO. 

dàcartKH7i?çç. 1&4 
.fana**, üiL 

aKÿdnsn l'Sj'^VdW •Je&|tYai’tt|£rdM < | l EÜL 
ÜL155. 


Q 

Qjnorws ((xenzymee). MB 
Quatfem Ht ptxrtp-oiÿiaaoi'i (RO), 126. 


R 

Füiflcn 

anapianoicjj^. UJ 
eodSTQHKMr, ’S 

«■dCponqLW li 
(udmnriÉqa4. 12. 

Rfej^lWDn la syfïihàsfl PÈthqiie, 353. 
Rjsnçlçmçnrdd awi! ratai. JÈL 
RtpfcMon. 2LÜI, 234. 

Rùprasseu», 23», jüOl 
néiir utiiur, 2M. 

DH H 
■Rtonavina. M. 

ROO'iufittiïe 3*. 

fttanuttfowfeï. 22Ü. 222. 23a. 33fe. 
RJ30fHK««kïe- ito ti pl|anamaa. 221 . ™ 
F>t»M-5-pha^ïla1n ; lTj^ lftj, 1 7T. 
Rllîi»üfT , es, üM. 

Ribultrefl S ptHHptui». i7B, 77 


S 

Swmhi*. œ., 

EcnMi?rî] (nepresaffisacn (hi i, 3Ê 


uHÏrf-BfllLrbie 7 pKaspüinli! 1 7 S I 27 
S*™, hia Z PB 375- 
dMïftfllS». 300 
SèrcAd nique, 2ffl 

5 * 

son, 3£, 

AMaErtrtquB. K). 01 
« BminuciH - (Al. 2afl 24 4 250 
’ papildrS ■ (P|, 346, 34S. «0 
SpipfidKfflnzyiTiaioue- M. 
jjcMaisrtB. m 
SiÊféûapéciii:*'ê :!0 
Suaïyft. L!& lïL 

dWfyldMf(4nta>, £L UÈ, 1 M. 
Suuryl counsyna A. ÜL 1EL 
SysnMIaaas, SL 

Sptërno, M. 


T 


Taillai» feShydroo&rMifl, 31. 

Taijï demtrtaswoètri, MIL 
i amperalu» (infuér'KB de ia| 
Tarri'ii'ti-stin de le liadjoien :' fiJ 
Tmpems. SOI 
Insu opaque. U£L 
ïhiimr* pyl«(]4lû^ili2ile |Ç£ ICfe 

r a ùpaidCtosidid5 32 
Pnr+niKJüu, 1Ë3. 

Th-orMçxnB. 223, 224. 

Traducusn, 230, 241. 

TfBfiSalddusalian, ^ 177 . 
TrjinKimina 5 «. vdf Am ndt-arsl Arases 
TranEântiraiÉns. 1». 

Tu isoeiolisjrîon Iffl. >77 
Trincnpfn>ri. 237.239. 2JH 
Tri'isfé'üÉdS. ££. 

Tiarsilian alkjsnédqije. 7g,. Bl>, il. 
TrgnsHWHlW. 2M. 252. 
7jaram«brtaiion, 2iS. 

TTarsuHurawfï. 215 
Tn HKkiIlTyrpr^i^i. î. 
rnssej^HKDtialÈâ, liL HJL 149. 150. 


rMââ-ptoSfhâ'lâ bunàtiH^ H£ Mfl, 140, 153. 
TrpUîts, 343. 

Trypçinfl, 32, 

TrrpsiTogon». 
tiïptimrte. 205 
Trypftjpnamj. 200, î 13 

Tum DVDf. J_ 

TiinrefTa, 312, Jlfi 


U 

Lit LjLinono LSl 
Uritâa frniiur-JiWfjèi £L 
Urée, 200. 

l.liAiKjhjitiij 3G6 
Ui case. 220. 

I Irrimj jpraie gal&fos». ISS 

■Ji «■■■« dprns>Talu piuccïa-. 155. 170. 1 71 


V 

Vilflrniiid B12, ML 
Vrldmino |L ITHî 

Vrtft^a m^.jiti. 42, 43. 

Vllâase d'unn leadiar . 37 
L-^47. 


X 

K-rnfo-m, 22S. 
eiqidas», 2?a 

JfïiidPse-5-pwsidiaie, ]ZÈ. 


Z 

Zvmoçwidï. &? 
îynXMlSriH. 203. 


Copyrighted m aterial 


Hidden page 



Hidden page 



Hidden page 



Hidden page 



BIOSCIENCES ET TECHNIQUES 


Biochimie 

métabolique 


La biochimie, chimie du vivant, est à la fois l'étude des structures et celle 
de leurs ira reformât ions dans les cellules, les tissus et les uranismes. 


Une critique, quelquefois formulée, désapprouve la 
séparation entre l'étude des hinmolécules et celle de 
leur métabolisme ; cependant, dans un laboratoire de 
recherche, les tâches correspondant à ces deux fonctions 
sont parfaitement dissociées. 


Cl. Audigié^ 
F. Zonszaiié 


tel ouvrage de niveau relativement élémentaire, de 
niveau Bac +■ 2, résume l'ensemble des connaissances qui font partie de la 
culture de tout biologiste. La démarche pédagogique adoptée par les 
auteurs permet l'acquisition des concepts fondamentaux sans faire appel 
à des notions de thermodynamique ei de biophysique trop complexes. 


Il sera utile a lous les étudiants de biochimie de premier cyc le do l'ensei- 
gnement supérieur (STS, IUT, DEU5T...} pour acquérir les connaissances 
indispensables a L obtention du diplôme, Il rendra service à tous les biolo- 
gistes ayant besoin des fondements du métabolisme pour comprendre et 
expliquer Ie^ut science. 

Ce livre forme un ensemble complet avec l'ouvrage de fhocihrnuc structu- 
re, des mêmes auteurs. 
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